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Gustav Embden 


* 10. November 1874 ft 25. Juli 1933- 


Das Lebenswerk Embdens war nicht abgeschlossen, als 
eine Lungenembolie ihn vorzeitig dem Kreise unserer Mitarbeiter 
und seiner Schiller entriB. Er schied mitten aus erfolgreicher 
Forschertatigkeit von uns. Die letzten Arbeiten aus seinem 
Institut seien daher mit emem kurzen Riuckblick iiber sein 
Schaffen eingeleitet t. 

In StraBburg war Embden 1903 Assistent am Physio- 
logischen Institut geworden und hatte zugleich die Méglichkeit 
im Hofmeisterschen Laboratorium weiter zu arbeiten. Die Be- 
rihrung mit anderen Arbeitsgebieten, der EinfluB seines Freundes 
Bethe, der mit ihm zusammen bei Ewald Assistent war, und 
vor allem der iiberragende EinfluB Hofmeisters hatten sein 
Interesse von rein chemischen Untersuchungen?) mehr und mehr 
zu chemisch-physiologischen Aufgaben hingezogen. So beschiftigte 
er sich mit Untersuchungen iiber die Lokalisation bestimmter inter- 
mediairer Stoffwechselprozesse, wobei er die dem normalen Ge- 
schehen moéglichst angepaBte kinstliche Organdurchblutung an- 
wandte und als Verfahren zum Studium der chemischen Leistung 
des Tierkérpers zu besonderer Vollendung und Geltung brachte. 

Schon 1903 sehen wir ihn mit Versuchen iiber die Zucker- 
synthese in der glykogenfreien Leber beschaftigt, Untersuchungen, 
die im folgenden Jahre abgeschlossen, spaiter das Fundament fiir 
seine Arbeiten iiber den intermediaren Aufbau und Abbau der Kohlen- 
hydrate bildeten. Als ihm C. von Noorden dann im Jahre 1904 
die damals neugeschaffene Stelle eines ,,chemischen‘’ Assistenten 
am stadtischen Krankenhaus zu Frankfurt iibertrug, waren die 
Grundlinien seiner wissenschaftlichen Entwicklung festgelegt. 

Angeregt von den Problemen der Klinik wandte sich Embden 
zunichst dem Stoffwechsel des diabetischen Organismus zu. 
Fiitterungsversuche an pankreaslosen Hunden wechselten ab mit 
Leberdurchblutungsversuchen. Schon in den ersten Monaten seiner 
Frankfurter Tatigkeit hatte er emen neuen Ausgangspunkt seines 
Forschens mit der Entdeckung der Acetonbildung in der Leber 


1) Vgl. auch H. J. Deuticke, Erg. Physiol. u. exp. Pharm. 35, 32 


(1933); E. Lehnartz, Arb. physiol. 7, 475 (1933). 
*) Es war ihm unabhangig von K. Th. Mérner die Isolierung des 


Cystins aus den Spaltprodukten von EiweiB gelungen. 


1* 
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gefunden. Im Anschlu8 daran entstanden die Arbeiten tiber dj 
Quellen der Acetonkérper, tiber den Abbau der normalen Fett. 
siuren und der Aminosduren. Untersuchungen tiber die Hemmuneg (ey 
Acetessigsiurebildung und iiber die Aufspaltung des Benzolkerns dey 
aromatischen Aminosauren folgtenin dennachsten Jahren. Embdens 
Arbeiten erginzten sich bekanntlich in schéner Weise mit den in die 
sleiche Zeit fallenden Untersuchungen Knoops und Neubauers, 

In den nachsten Jahren wandte er sein besonderes Interesse 
wieder dem intermediaren Kohlenhydratstoffwechsel zu. Nachdem 
die Entstehung der Milchséiure aus Glykogen bzw. aus Zucker 
in der Leber und im Blut gesichert war, nachdem Embden auch 
den Kreislauf der Kohlenhydrate, dessen Entdeckung mit seinem 
Namen immer verbunden bleiben wird, im Prinzip erkannt hatte, 
suchte er nunmehr den Weg des intermediiren Zuckeraufbaus 
und -abbaus und die Bedeutung der in Betracht kommenden 
Zwischenstufen aufzukléren. Besondere Aufmerksamkeit wandte 
er dabei dem Glycerinaldehyd zu. Leberdurchblutungsversuche 
mit seiner inaktiven Form fiihrten zur Isolierung eines kérper- 
lichen Zuckers, der d-Sorbose. 

Schon glaubte Embden damals in einer aktiven Form des 
Glycerinaldehydes, dessen Beziehungen zur Milchsaure auch geklirt 
schienen, die zwangslaufige Zwischenstufe des Hexoseaufbaus und 
-abbaus gefunden zu haben, da ergaben sich in gleichzeitigen Unter- 
suchungen am MuskelpreBsaft die ersten Anhaltspunkte dafiir, 
da das Problem des intermediiren Zuckerstoffwechsels doch noch 
viel komplizierter war. 

Diese PreBsaftversuche, die die Uberleitung zu der zweiten 
Schaffensperiode Embdens, zu seinen Arbeiten iiber die Muskel- 
titigkeit bildeten, waren urspriinglich nur zu dem Zweck vor- 
genommen worden, um den zu Milchséure fiihrenden Zuckerabbau 
auch an einem zellfreien System zu studieren und ihn in Analogie 
zur Hefegérung als einen rein fermentativen Vorgang nachzuweisen. 
Wohl wurde in diesen Versuchen eine starke und rasch verlaufende 
Milchsaéurebildung gefunden, aber eine aquivalente Verminderung 
von Glykogen oder Zucker — wie sie sonst bei allen Untersuchungen 
an der Leber und am Blut in Erscheinung getreten war — konnte 
nicht festgestellt werden. Im MuskelpreBsaft muBte also eine 
andere, bisher noch unbekannte Milchsiurevorstufe, die vorlaufig 
als ,,Lactacidogen‘’ bezeichnet wurde, vorhanden sein. 

Die ,,Phosphorfleischsiure’ Siegfrieds und die Tatsache 
der gesteigerten Phosphatausscheidung nach starker Muskel- 
titigkeit lenkten dann die Aufmerksamkeit Embdens auf das 
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Verhalten der anorganischen Phosphorsiure im Prefsaft. Hr fand 
bald, daB mit der Milchsiure immer anniihernd dquimolekulare 
Mengen von anorganischer Phosphorsiure entstanden, und gewann 
damit einen Hinweis, in welcher Richtung das Lactacidogen zu 
suchen sei. Tatsachlich fiihrte der von Harden und Young bei 
der Hefegirung entdeckte Hexosediphosphorsiureester nach Zusatz 
zum MuskelpreBsaft eine Steigerung der Milchsiure- und Phosphor- 
siurebildung herbei, und schon im Friihjahr 1914 konnte Embden 
aus frischen PreBsaften das Osazon eines Hexoseesters isolieren, 
das mit dem der Hexosediphosphorsiure aus Giransiitzen volhig 
identisch war. Diese Entdeckung lieB noch nicht die Frage ent- 
scheiden, ob es sich bei dem ,,Lactacidogen*‘ um einen Di- oder 
Monophosphorsiureester handelte, da beide das gleiche Osazon 
bilden. Aus der Aquimolaritiét der im PreBsaft gebildeten Saiuren 
schloB er aber, daB die Muttersubstanz der Milchséure eine Hexose- 
diphosphorsaéure sein miiBte, was sich auch spiter, als er den Ester 
als Brucinsalz darstellte, fiir den MuskelpreBsaft voll bestatigte. 
Hier sei der besseren Ubersicht wegen vorweg genommen, daB im 
intakten ruhenden Muskel, wie die spiateren Untersuchungen 
Embdens weiter ergaben, nur Hexosemonophosphorsiure in isolier- 
barer Menge vorhanden ist. Dennoch diirfte seine friihere Ansicht, 
daB die Milchsiurebildung ttber eine Hexosediphosphorsaure ver- 
liuft, auch fiir den intakten Muskel insofern zutreffen, als die 
letztere mit groBer Wahrscheinlichkeit bei der Muskeltatigkeit 
als labiles Zwischenprodukt auftritt. 

Von der Auffindung der Hexosediphosphorsiure im Muskel- 
preBsaft bis zur endgiiltigen Aufklarung des intermediaren Zucker- 
abbaus war noch ein weiter Weg zu gehen. Als der Beginn des 
Weltkrieges diese Forschungen unterbrach, war aber die Bearbeitung 
des genannten Problems immerhin bis zu einem gewissen Grade 
abgeschlossen, und die bisherigen Erfahrungen und Vorstellungen 
Embdens fanden zusammen mit einigen noch wihrend des Krieges 
sewonnenen Ergebnissen ihren Niederschlag in den bekannten 
Darlegungen ,,Uber den Kreislauf der Kohlenhydrate und seine 
krankhaften Stérungen‘‘. In weiteren Kreisen bekannt geworden 
sind auch seine systematischen Untersuchungen iiber die leistungs- 
steigernde Wirkung der Phosphorsiure, die er im Auftrage der 
Heeresverwaltung durchgefihrt hat. 

Als sich nach dem Kriege wieder neue Schiiler und Mitarbeiter 
um Embden versammelten, unternahm er zunichst grdBere 
Untersuchungsreihen iiber die Verteilung verschiedener Phosphor- 
siurefraktionen in der Muskulatur und iiber das Verhalten des 
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Lactacidogens!) unter verschiedenen Bedingungen. Je mehr ¢ 
dabei die Bedeutung der Phosphorsiure und ihrer organischey 
Verbindungen fiir die Muskelarbeit erkannte, um so mehr wandte 
er sein Interesse dem Kontraktionsvorgang selbst zu. 

Durch eine besondere Methodik unter Anwendung von fliissigey 
Luft gelang es ihm, Froschmuskeln sowohl im kontrahierten als 
auch im erschlafften Zustande zu fixieren und dadurch die wiihrend 
und nach der Kontraktion stattfindenden chemischen Prozesse 
zu erfassen. In den ersten, 1922 verdffentlichten Untersuchungey 
dieser Art, die sich mit der Phosphorséureabspaltung bei der Kon. 
traktion beschaftigten, wurden zwar aus den gewonnenen Ergeb- 
nissen zu weitgehende Schliisse gezogen, weil der erschlaffte Muskel 
im Gegensatz zum kontrahierten nur im ermiideten Zustand fixiert 
werden konnte, aber es zeigte sich damals schon deutlich, dab 
die Muskelkontraktion von einer reversiblen Phosphorséure- 
abspaltung begleitet ist, was sich in spéteren Untersuchungen, 
die sich auf den Abbau und Wiederaufbau der einzelnen Tatigkeits- 
substanzen erstreckten, weitgehend bestitigte. 

Wie Embden dann weiter nachweisen konnte, kommt es 
erst bei hochgradiger Ermiidung zu einer Dauerabspaltung an- 
organischer Phosphorséure, und die daraus sich wieder ergebende 
Frage, weshalb die Resynthese im ermiideten Muskel langsamer 
als im unermiideten verliuft, barg ein neues Problem, das 
Embden seit dieser Entdeckung dauernd beschiftigte und ihn 
schlieBlich zu seinen Arbeiten iiber die Bedeutung des vitalen 
Zustandes des Muskels fiir die chemischen Prozesse fihrte. 

Zahlreiche Untersuchungen iiber die bei der Kontraktion aut- 
tretenden chemischen Vorgiainge und ihre wechselseitige Ver- 
kniipfung, iiber das Lactacidogen und die anderen inzwischen noch 
aufgefundenen Titigkeitssubstanzen sind das Ergebnis der nachsten 
Jahre, die oft eine schone Erginzung der Arbeiten Embdens durch 
die Befunde anderer Forscher, oft aber auch heftigen Streit 
der Meinungen brachten. 

Der Chemismus der Muskelkontraktion lag auf einmal im 
Brennpunkt der biologischen Forschung. Wohl auf keinem Teil- 
gebiet der Physiologie sind in so kurzer Zeit derartige Fortschritte 
erzielt worden wie auf diesem. Das ist wohl nicht zuletzt daraut 
zurickzufiihren, daB hier ein temperamentvoller Forscher mit 
kritischem Geist und eigener Betrachtungsweise immer neue 
Fragen aufwarf. Aus der Fille der neuen Ergebnisse seien einige 


1) Dieses wurde damals irrtiimlich als Muttersubstanz der gesamten 
bei der Warmestarre freiwerdenden Phosphorsiure angesehen. 
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wichtige Entdeckungen Kmbdens hervorgehoben, um die sich 
seine ubrigen Arbeiten aus dieser Zeit gruppieren. 

Von Permeabilitaétsstudien am frischen und am ermideten 
Muskel ausgehend, machte Embden im Jahre 1923 die Ent- 
deckung, daB in Versuchen mit zerkleinerter Muskulatur und am 
MuskelpreBsaft, also unter Bedingungen, unter denen sonst die 
Spaltungsvorginge stark im Vordergrund stehen, durch Zusatz 
bestimmter Ionen eine betraichtliche Synthese organischer Phos- 
phorsiureverbindungen erzwungen werden kann, als deren wesent- 
lichste er das Lactacidogen ansah. In daran anschlieBenden Unter- 
suchungen, die zunachst an lebensfrischer und absterbender Mus- 
kulatur verschiedener Tiere angestellt, spiiter auf ermiidete und 
auf erholte sowie auf trainierte Muskeln ausgedehnt wurden, zeigte 
er dann weiter, da die Fahigkeit, organische Phosphorsiéure- 
verbindungen aufzubauen, vom vitalen Zustand des Muskel- 
protoplasmas abhangig ist. Embden erschloB mit diesen Arbeiten, 
die besonders bei den Anhangern der ,,exakten‘’ Naturwissen- 
schaften wenig Verstindnis fanden, die ihn aber als Forscher 
zeigen, der den innersten Zusammenhingen der Lebensprozesse 
nachgeht, ein neues Gebiet der allgemeinen Physiologie, ein Gebiet, 
das mit dem Problem des intermediiren Energiewechsels das Kern- 
problem des Lebens zutage treten laBt. Nach Kmbdens An- 
schauung sind als Grundvorginge alles Lebens bestimmte, am_ 
kolloidalen EiweiB sich abspielende Zustandsinderungen auf- 
zufassen, die als energiegeténte Zwischenreaktionen das Ineinander- 
oreifen exo- und endothermischer chemischer Prozesse und damit 
das Nebeneinander von Assimilation und Dissimilation in der 
lebendigen Zelle erméglichen. 

DaB er bei diesen allgemeinphysiologischen Studien immer 
ein besonderes Interesse fiir die rein chemischen Verdnderungen 
behielt und diese wieder mit seinen neuen Anschauungen in Zu- 
sammenhang brachte, ist kaum hinzuzufiigen. Hervorgehoben 
seien hier die wichtigen Erfahrungen iiber das Training, insbesondere 
iiber die dabei stattfindende Glykogenanreicherung, ein Befund, 
der geradezu eine Forderung seiner allgemeinphysiologischen Uber- 
legungen erfiillte. Hingewiesen sei ferner in diesem Zusammenhang 
auf die Untersuchungen iiber den Ermiidungszustand, der als 
vollig unabhangig von der Milchsiureanhéiufung und anderen 
chemischen Verinderungen erkannt wurde und ganz im Sinne 
seiner neuen Auffassungen erklirt werden konnte. 

Im Verlauf dieser Untersuchungen kam Embden schlieb- 
lich zu grundsitzlich neuen Auffassungen tber die energetischen 
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Verhiltnisse bei der Muskelkontraktion. Hatte er schon seit de; 
Entdeckung der zu Beginn der Zuckung stattfindenden Phosphor. 
siureabspaltung nicht mehr wie bisher die Milchséurebildung als dey 
kontraktionsausl6senden Vorgang betyachtet, so gewann er nach 
den Beobachtungen Hills tiber den Verlauf der Warmebildung 
weiterhin die Uberzeugung, da die zu Milchsaure fiihrende Kohlen- 
hydratspaltung auch nicht die primar energieliefernde Reaktion 
bei der Muskelkontraktion sei. Daher stellte er Untersuchungen 
iiber den zeitlichen Verlauf der Milchsiurebildung an. Schon in 
den Jahren 1923/24 versuchte er zunachst an tetanisch gereizten 
Muskeln direkt nachzuweisen, da ein Teil der Milchséure erst 
nach der Kontraktion entsteht. Als diese ersten Untersuchungen 
— wie sich tbrigens spater herausstellte mit Unrecht — scharfste 
Kritik fanden, konnte er bald darauf mit einer indirekten, héchst 
interessanten Versuchsanordnung zeigen, daB die in der Kon- 
traktionsphase selbst stattfindende Milchsaéurebildung nicht aus- 
reicht, um die bei der Muskelarbeit fretwerdende Energie zu 
bestreiten. 

Embden sprach damals die Ansicht aus, daB die Kontraktions- 
energie zunachst durch Kolloidprozesse geliefert wiirde, die dann 
durch chemische Vorginge, insbesondere durch die Milchsaure- 
bildung, wieder riickgingig gemacht wiirden, wobei gewissermaBen 
eine Wiederaufladung der Kolloide erfolgen sollte. Diese Auf- 
fassung ist durch die Entdeckung der stark exothermen, der Milch- 
sdurebildung zeitlich vorgelagerten Phosphagenspaltung nicht 
widerlegt, und es ist auch zum mindesten fiir den als mechanische 
Arbeit fretwerdenden Energieanteil kaum vorstellbar, wie dieser 
ohne Dazwischenschaltung energiegeténter physikalischer Vor- 
gange an den Eiwei8kolloiden durch chemische Reaktionen be- 
stritten werden sollte! 

Durch diese vielseitigen, mit den biologischen Kolloidvorgingen 
zusammenhéngenden Probleme traten die Untersuchungen iiber 
das Lactacidogen voriibergehend in den Hintergrund. Erst in den 
Jahren 1924/25 beschaftigte. er sich wieder eingehender damit. 
Bisher hatte er die Hexosediphosphorsaéure nur im MuskelpreBsaft 
aufgefunden und weiter festgestellt, daB sie hier unter dem KinfluB 
gewisser Ionen angereichert wird. Seine Bemiihungen aber, sie als 
normalen Bestandteil des frischen ruhenden Muskels nachzuweisen, 
waren ergebnislos geblieben. Im Jahre 1926 konnte er dann statt des 
gesuchten Diphosphorsaureesters eine Hexosemonophosphorsaure 
aus frischer Muskulatur isolieren, nachdem es gelungen war, eine 
N-haltige Verunreinigung abzutrennen, die er als Adenosinphosphor- 
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'giure erkannte. Die gefundene Hexosemonophosphorsiure be- 
| trachtete er seitdem als das wirkliche Lactacidogen und er bemihte 
| sich nun in der Folgezeit, den Abbau dieses Esters bei der Muskel- 
' kontraktion nachzuweisen. Die in diesen Versuchen auf Grund 
' der Reduktionsfahigkeit der Phosphorsiiureester-Fraktion — er- 


schlossene Verminderung des Lactacidogens im Kontraktions- 


augenblick wurde ausschlieBlich auf eine Spaltung von Hexose- 


monophosphorsiure bezogen. Nach den letzten Untersuchungen 
Embdens ist aber anzunehmen, dab bei der Muskeltitigkeit 
Hexosemonophosphorsiaure in Diphosphorsiureester tibergeht, und 
diese Umwandlung lieB méglicherweise in den friiheren Unter- 
suchungen die Spaltung der Hexoseester im Kontraktionsmoment 
ordBer erscheinen, als sie in Wirklichkeit ist, weil auch die Um- 
wandlung von Mono- in Diphosphorsaureester wegen der sehr 
veringen Reduktionskraft des letzteren eme Abnahme der Reduktion 
bedingt. 

Mit der Entdeckung der Adenylsiiure als Muskelbestandteil 
ergaben sich fiir Embden neue Probleme. Er vermutete in dieser 
Substanz die Vorstufe der schon von Liebig im Fleischextrakt 
cefundenen Inosinsiure, die aus der ersteren durch einen Des- 
aminierungsprozeB entstehen muBte. Damit erschien die Adenyl- 
siure zugleich als Muttersubstanz des Ammoniaks, dessen Bildung 
beim Absterben der Muskulatur ebenfalls bereits gelegentlich 
beobachtet, bisher aber auf Desaminierungsprozesse an den HiweiB- 
kérpern zuriickgefihrt worden war. 

Diese zunichst nur vermuteten chemischen Zusammenhinge 
resten Embden sofort wieder zu biologischen Fragestellungen 
an, und die Tatsache, daB ,,alle zur Kontraktion fiihrenden Prozesse 
merst als Absterbeerscheinungen erkannt wurden‘, brachte ihn 
auf den Gedanken, daB die Ammoniakbildung auch fiir den Ablauf 
der Muskelkontraktion von Bedeutung sein miiBte. So unternahm 
er schon zur gleichen Zeit mit den rein chemischen Untersuchungen, 
die die Desaminierung der Adenylsaure im Muskel sicherstellten, Ver- 
suche am titigen Muskel, in denen er — teils mit neuausgedachten 
Verfahren — nachweisen konnte, daB die Kontraktion zwangslaufig 
mit einer tiberaus rasch reversiblen Ammoniakbildung aus Adeny]l- 
siure verbunden ist. Da in der Adenylsiure auch eine pharma- 
kologisch wichtige Substanz gefunden war, sei hier nur kurz hervor- 
gehoben. 

Jedenfalls wurden unsere Kenntnisse auf den verschiedensten 
Gebieten durch die Isolierung der Adenylsiiure gefordert, und der 
Wert dieser Entdeckung und der daran anschlieBenden Unter- 
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suchungen Embdens wird dadurch nicht geschmiilert, da8 qj 
Adenylsiure im frischen Muskel, wie spiter von Lohmann yj 
von Fiske festgestellt wurde, als Adenylpyrophosphorsaure yoy. 
handen ist. 

Zs ist wohl eins der gréBten Verdienste Emb dens, die rasely 
Reversibilitaét chemischer Prozesse bei der Muskelkontraktion, ips. 
besondere die der Phosphorsiureabspaltung und der Ammoniak. 
bildung, als erster erkannt zu haben. So groB auch der Ante! 
anderer Forscher an der Aufklirung des Muskelchemismus ej, 
mag, so muB doch hier deutlich betont werden, daB die besonder 
Betrachtungsweise Hmbdens, die immer vorzugsweise auf dic 
dynamischen Zusammenhinge gerichtet war, weit mehr als es jn 
seinen eigenen Arbeiten zum Ausdruck kommt, dazu beigetrager 
hat, das komplizierte Ineinandergreifen chemischer Reaktionen be: 
der Muskeltétigkeit zu entwirren. 

Die im Kontraktionsmoment stattfindenden Abspaltungen an- 
organischer Phosphorséure aus dem Lactacidogen und den anderen 
Phosphorsiureverbindungen waren mittlerweile als Vorgange er- 
kannt worden, die eine Verminderung der H-Ionenkonzentration 
herbeifiihren; die Milchsdurebildung muBte nach den eben er. 
wihnten Untersuchungen Embdens als zeitlich nachfolgen( 
betrachtet werden, und in der Ammoniakbildung war nunmehr ein 
chemischer Vorgang gefunden, der im Kontraktionsaugenblic: 
eine alkalische Reaktion entstehen lieB. Damit war die ,,Saure- 
theorie“* der Muskelkontraktion unhaltbar geworden und Kmbden 
entwickelte demgegeniiber die Anschauung, daB der Kontraktions- 
vorgang mit einer Steigerung der OH-Ionenkonzentration ver- 
bunden sei und wahrscheinlich durch die Ammoniakabspaltung 
aus der Adenylsiure ausgelést wiirde. 

Waren die Darlegungen Embdens tiber die physikalischen 


Zustandsainderungen der Muskelkolloide noch passiv hingenommenf 
< re) 


worden, so fanden seine Ansichten iiber die sekundire Rolle der 


Milchsaurebildung und seine Kontraktionstheorie nur Widerspruch f 


und Ablehnung. Weiter fiihrten die Arbeiten iiber die Ammoniak- 


bildung im titigen Muskel zu scharfen Auseinandersetzungen iiberf 

die Reversibilitét dieses Prozesses. Ks brach ein Kampf det 

Meinungen aus, unter dem Embden litt, der ihm selten Freude 
5 ’ 


bereitete, aber stets neuen Anlaf zu unermiidlicher Arbeit gab. 
Er erlebte es mit stolzer Freude, daB seine Ansichten wber 
die sekundére Rolle der Milchsiiurebildung durch die Befunde 
Lundsgaards am halogenessigsiiurevergifteten Muskel véllig be- 
stitigt wurden, und da’ auch seine Anschauungen iiber das Zu- 
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standekommen der Kontraktion allmahlich immer mehr Beachtung 
ynd Anerkennung fanden. 

Als diese wissenschaftlichen Auseinandersetzungen im letzten 
Jahre seines Lebens beendet waren, da wandte sich- Embden 
erneut wieder jener Aufgabe zu, mit deren Bearbeitung er die 
Reihe seiner wissenschaftlichen Erfolge begann, deren vollstiéndige 
Losung ihm aber trotz so vieler immer wieder darauf verwendeter 
Miihe noch nicht gelungen war: Die Wege des intermediairen Kohlen- 
hydratstoffwechsels blieben weitgehend in Dunkel gehiillt, ins- 
besondere bestand nach wie vor vollige Unklarheit twber die inter- 
mediiren Zwischenstufen der Glykolyse und iiber die Bedeutung 
der Hexosephosphorsiureester. Im Sommer 1932 griff Embden 
das Problem zum letzten Male wieder auf. Wie er nunmehr den 
richtigen Weg fand und ihn erfolgreich weiter erforschte, ist in 
den nachfolgenden Arbeiten von ihm und seinen Schiilern ge- 
schildert. K. Th. 


Anfang Juni 1933 verlieB Gustav Embden sein Institut 
und seine letzten erfolgreichen Forschungsarbeiten, um in Bad 
Nassau an der Lahn Erholung zu suchen. Dort starb er, als wir 
ihn im Institut wieder zuriickerwarteten, am 25. Juli 1933 1m 
Alter von 59 Jahren plétzlich an einer Lungenembolie nach 
Femoralvenen-Thrombose. 

Die nachstehend mitgeteilten Untersuchungen tiber den glyko- 
lytischen Kohlenhydratabbau wurden von Gustav Embden und 
seinen Mitarbeitern im Sommer 1932 begonnen und waren im 
wesentlichen im Friihjahr 1933 bereits abgeschlossen. 

Hine vorlaufige Verdffentlichung erfolgte teilweise schon zu 
Anfang des Jahres 1933 in der Klinischen Wochenschrift (12, 213 
bis 215, Nr. 6), ferner wurden weitere Ergebnisse, wie die Isolierung 
der Glycerinphosphorsiure, die Bildung natiirlicher Milchsaure aus 
Glycerinaldehydphosphorsiéure und die Gewinnung einer Phenyl- 
hydrazinverbindung einer Triosephosphorséiure in Vortragen erst- 
malig mitgeteilt, und zwar durch G. Embden am 17. Marz 1933 in 
Berlin-Dahlem, am 13. Mai 1933 in Basel und durch H. J. Deuticke 
in Stockholm am 9. Mai 1938. Die endgiiltige Verdffentlichung 
verzogerte sich durch den Tod Gustav Embdens. 


Die Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurde durch Mittel 
der Rockefeller - Foundation ermoglicht, der wir auch an dieser 
Stelle herzlich danken. Deuticke, Jost, Lehnartz. 


Uber das Vorkommen 
einer optisch aktiven Phosphoglycerinsdiure 
bei der Glykolyse in der Muskulatur. 


Von 
G. Embden, H. J. Deuticke und G. Kraft. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1934.) 


Mit der Auffindung von MHexosephosphorsiureestern im 
Hefegiirgut und im Tierkérper haben unsere Kenntnisse iiber den 
intermediéren Kohlenhydratstoffwechsel eine entscheidende Be- 
reicherung erfahren. Es besteht wohl jetzt kein Zweifel mehr, 
daB ein wesentlicher Anteil des Kohlenhydrates von beiden Orga- 
nismen unter intermediirer Bindung an Phosphat abgebaut wird. 
Bei der Hefegiirung wurde als erste Kohlenhydratphosphorsaure- 
verbindung dieser Art von Harden und Young!) eine Hexose- 
diphosphorséure aufgefunden. Einige Jahre spater lieBen Ver- 
suche gerade am Muskel erstmalig bei uns?) den Gedanken aut- 
kommen, daB auch im Tierkérper Phosphorylierungsvorginge fiir 
den Zuckerabbau von Bedeutung sein kénnten. Denn im 
frischen MuskelpreBsaft wurde das spontane Auftreten annahernd 
aquimolekularer Mengen von Milchsiure und Phosphorsiaure unter 
bestimmten Versuchsbedingungen beobachtet*), und von allen unter- 
suchten Substanzen erwies sich unter den gleichen Bedingungen 
nur die bereits erwihnte, von Harden und Young bei der Hefe- 
garung aufgefundene Hexosediphosphorsiure als Quelle fiir eine 
gleichzeitige Milchséure- und Phosphorsiéurebildung. Erst wesent- 
lich spaiter gelang uns’) zwar der Nachweis, da im MuskelpreBsaft 
tatsichlich eine Hexosediphosphorséure entstehen kann, die in 
allen Eigenschaften mit dem Harden- Youngschen Ester iiberein- 
stimmt. Aber diese Hexosediphosphorsiure wurde zunichst nur 
aus PreBsaft gewonnen, der lingere Zeit unter Zusatz bestimmter 
Salze gestanden hatte, und die im AnschluB an diese Unter- 
suchungen geiuBerte Anschauung, da eben diese Hexosediphos- 
phorsiure ein normaler Muskelbestandteil sei, erwies sich als nicht 
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| richtig; aus lebensfrischer Muskulatur konnten wir®) keine 


Hexosedi-, sondern ausschlieBlich eine Hexosemonophosphorsaure, 
das ,,uactacidogen“, isolieren. 

DaB aus dieser Hexosemonophosphorsiure im MuskelpreBsaft 
unter unseren friiheren Versuchsbedingungen spontan anniéihernd 
jiquimolekulare Milchsiiure- und Phosphorsiuremengen entstanden 
sein sollten, erschien uns von vornherein als schwer verstandlich. 
Aufklarung brachte hier erst der Nachweis®), daf schon bei der 
einfachen Herstellung von PreBsaft aus Hundemuskulatur ohne 
den Zusatz bestimmter Ionen Hexosediphosphat entsteht, wobei 
nicht nur die vorgebildete anorganische Phosphorsiéiure, sondern 
auch ein groBer Teil der wbrigen organischen Phosphorsiure- 
verbindungen des Muskels in Hexosediphosphorsiure umgewandelt 
wird. Damit erwies sich die von uns selber zeitweilig als irrig 
angesehene Vermutung, dab im MuskelpreBsaft Milchsiure und 
Phosphorsiéure aus Hexosediphosphorsiiure gebildet werden, 
schlieBlich als richtig, nur die Ubertragung dieses Befundes auf 
die frische Muskulatur war falsch. 

Uber den weiteren Abbau der phosphorylierten Hexosen, in 
denen wir von vornherein Intermediirprodukte des tierischen 
Kohlenhydratstoffwechsels vermuteten, waren wir bisher ebenso 
wie tiber den Zweck der Phosphorylierung lediglich auf Ver- 
mutungen angewiesen. Auch in den Girungsgleichungen kamen ja 
bisher weder der Zweck der Phosphorsiureveresterung noch das 
Stadium, in dem die Dephosphorylierung erfolgt, zum Ausdruck. 
Nachdem im kontrahierten Muskel eine Vermehrung des anorga- 
nischen Phosphats ohne eine aquivalente Milchsiurebildung von 
uns nachgewiesen war’), teilten wir die auch von anderer Seite 
ceiuBerte Vermutung, daBb die Veresterung mit Phosphat zur 
Bildung einer reaktionsfahigen Glucose fiihrt, die nach der Phos- 
phorsiureabspaltung iiber 2 Molekiile Triose in 2 Molekiile Milch- 
siure umgewandelt wird. 

Der weiteren experimentellen Bearbeitung wurde dieses Gebiet 
erst nach der Auffindung der ional beeinfluBbaren Synthese 
organischer Phosphorsiureverbindungen durch Gustav Kmbden 
und seine Mitarbeiter’) zuginglich gemacht. Lebensfrische Mus- 
kulatur vermag nimlich ebenso wie MuskelpreBsaft unter der Kin- 
wirkung bestimmter Salze bzw. Ionen groBe Mengen anorganischer 
Phosphorsiure zum Verschwinden zu bringen. Da diese Phosphat- 
veresterung durch den Zusatz von Polysaccharid gewaltig ge- 
steigert wird, und da wir in den bereits erwihnten PreBsaftversuchen 
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nach kurzer Exposition des KaninchenmuskelprefBsaftes — rij 
Fluorid und Polysaccharid als Syntheseprodukt Hexosediphosphat 
isolieren konnten*), nahmen wir zunichst an, daB es sich hie; 
ausschlieBlich um die Bildung der Harden- Youngschen Hexoge. 
diphosphorséiure handele. K. Lohmann’) konnte aber nach. 
weisen, da diese Vorstellung zu einfach ist. Denn eine Nach. 
prifung der von uns am Muskelbrei erhaltenen Ergebnisse fiihrte 
ihn zwar insofern zu einer Bestitigung unserer Befunde, als auch 
er unter den genannten Versuchsbedingungen groBe Mengen von 
Orthophosphorsiéure verschwinden sah; doch ergaben sich zwischen 
den entstandenen Veresterungsprodukten und der Harden. 
Youngschen Géarungshexosediphosphorsiure groBe Unterschiede 
im zeitlichen Verlauf der Phosphorsiiureabspaltung bei Hydrolyse 
mit heiBer Mineralsdure: die durch Muskelbrei gebildeten Phos. 
phorsdureverbindungen waren sehr viel schwerer spaltbar. Loh. 
mann versuchte diese Verbindungen zu isolieren und gelancte 
hierbei zu der Anschauung, daS es sich wohl um eine Hexose- 
diphosphorséure besonderer Art handele. 


Schon lange Zeit vor diesen Untersuchungen Lohmanns 
hatte uns der Phosphorsiureester beschiftigt, der im Muskelbrei 
unter der Einwirkung eines ,,synthesebegiinstigenden“‘ organischen 
Anions, des Lactats?®), entsteht, das neben Oxalat!°) und 
Fluorid!?) am starksten anorganisches Phosphat im Muskelbrei 
zum Verschwinden zu bringen vermag. Beim Lactat erschien uns 
die Isolierung des Syntheseproduktes besonders reizvoll, weil es 
sich hier um ein physiologisches Ion handelt, dessen Anhaufung im 
tiitigen Muskel von KinfluB auf die Kohlenhydratresynthese ist! 1%), 
dessen Zusatz zum Muskelbrei somit zur Bildung der als normaler 
Muskelbestandteil bekannten Hexosemonophosphorsiure Lacta- 
cidogen fihren konnte. 


Von dieser urspriinglichen Arbeitshypothese ausgehend wurden 
bereits im September/Oktober 1926 gemeinsam mit Frau M. Leh- 
nartz eimige orientierende Versuche angestellt. Hierbei handelte 
es sich zunachst darum, das Optimum der Synthese, gemessen 
an der Menge verschwundener anorganischer Phosphorséure, zu 
bestimmen. 


Verwandt wurde Kaninchenmuskulatur, die unmittelbar, nachdem die 
Tiere durch Nackenschlag getétet und aus den beiden Carotiden entblutet waren, 
entnommen und mit der Schere auf eisgekiihlter Platte zerkleinert worden. 
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| yar. Der Muskelbrei wurde auf eine Reihe von Ansatzen verteilt, von denen 
‘der eine zur Bestimmung der zu Versuchsbeginn im Muskel vorhandenen 
- ,norganischen Phosphorséure (einschlieBlich Phosphokreatin-phosphorsaure) 
- diente, wahrend die tibrigen mit Na-Lactatlésung verschiedener Konzentration 
' pei gleichzeitiger Anwesenheit von 2°/, Na-Bicarbonat und 0,4°/, Weizenstarke 


beschickt und verschieden lange exponiert wurden. Beziiglich der Versuchs- 


' technik im einzelnen sei auf unsere friiheren Mitteilungen’) verwiesen. Die 


niedrigsten Werte fiir anorganische Phosphorséure fanden sich im Ansatz 
mit m/2-Lactatkonzentration nach 4stiindiger Exposition des Muskelbreies 
hei 12—13°. Jedoch gelang es damals in einem unter diesen Bedingungen 


' mit 3kg Kaninchenmuskulatur durchgefiihrten Darstellungsversuch trotz 


Verwertung der bei der Isolierung von Hexosephosphorsiuren gesammelten 
Erfahrungen® °) nicht, Hexosemono- oder Hexosediphosphorsaure als Synthese- 
produkte zu isolieren. 

Infolgedessen wurde bei der Wiederaufnahme dieser Versuche 
im Juni 19382 das Verhalten der crganisch gebundenen Phosphor- 
siure be1 der Aufarbeitung systematisch verfolgt und vor allem 
durch Feststellung der Hydrolysengeschwindigkeit in der von 
Kk. Lohmann!*) angegebenen Weise (Hydrolyse in n/1-HCl im 
kochenden Wasserbad) Aufschlu8 tiber die Natur der entstandenen 
Phosphorséureverbindungen und ihr Verhalten den verschiedenen 
Fillungsmitteln gegeniiber gesucht. Ganz in Ubereinstimmung mit 
den bereits erwahnten Versuchsergebnissen von K. Lohmann’) *) 
zeigte sich nun im ersten unserer Versuche, da nach 4stiindiger 
Kinwirkung von m/2-Na-Lactat bei 13° — unter gleichzeitigem 
Bicarbonat- und Weizenstarkezusatz — tatsaichlich im wesentlichen 
ene schwer spaltbare organische Phosphorsiureverbindung ent- 
standen war, die nach ihrem Verhalten bei der Hydrolyse mit der 
Hexosemonophosphorsiure Lactacidogen identisch sein konnte. 
Freilich wurden auch diesmal nicht gréBere Mengen einer Hexose- 
mono- oder einer bisher unbekannten schwer spaltbaren Hexose- 
diphosphorsiure isoliert. Im nachsten Versuch gelang uns dagegen 
bereits die Isolierung und Identifizierung des fraglichen Ksters, 
die an Hand des 6. unserer Darstellungsversuche in der urspriing- 
lichen, seitdem in vieler Beziehung vereinfachten Form kurz 
geschildert sei. 


*) Auch D. Ferdmann") war in Versuchen am autolysierten Muskelbrei, 
dem das ,,synthesebegiinstigende“’ Fluorid oder Lactat zugesetzt war, zu 
dem Ergebnis gekommen, daB wahrend der Exposition mit diesen Salzen 
organische Phosphorsdéureverbindungen von geringerem Reduktionsvermégen, 
als den bisher bekannten Hexosephosphorsiuren eigentiimlich ist, gebildet 
werden. 
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Versuch 1. (Protokoll Nr. 6. 26. IX. 1932.) 


4 kg Muskulatur von 7 Kaninchen wurden so rasch wie méglich na¢, 
dem Tode der Tiere entnommen und 2mal durch eine eisgekiihlte Fleisch, 
hackmaschine getrieben; jedes kg Muskelbrei kam unmittelbar nach de, 
Gewinnung in 5 Liter einer m/2-Na-d,1-Lactatlésung, die 0,4°/, Weizenstirk, 
und 2°/, Na-bic. enthielt, und wurde unter gelegentlichem Umriihren wihrenj 
4 Stunden bei 11—13° exponiert. AnschlieBend erfolgte die Schenck. 
fallung in jedem der 4 Ansatze durch Zusatz von 4 Liter 4°/,iger Salzsiur 
und 3 Liter 5°/,iger Sublimatlésung. Die am niachsten Tage am entqueck. 
silberten Schenckfiltrat aufgenommene Hydrolysenkurve zeigte deutlich (ygl, 
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Fig. 1. 
Muskulatur in m/2-Na-Lactat — 2°/, Na-bic. — 0,4°/, Weizenstirkelésung exponiert. 
Anfangsgehait der Muskulatur an anorg. H,PO, 0,322°/, in °/, der 
Gesamte lisliche H,PO, . . . . . . « « 0,695°/, | Muskulatur 


Fig. 1), daB eine leicht hydrolysierbare organische Phosphorsaureverbindung 
wie etwa Harden-Youngsche Hexosediphosphorsiure nicht entstanden war, 
zumindest nicht in so betrachtlichen Mengen, daB sie die 10 g verschwundener 
anorganischer Phosphorsaure decken konnte, die sich aus der Differenz der von 
vornherein in der lebensfrischen Muskulatur vorhandenen anorganischen Phos. 


phorsiure einschlieBlich Phosphokreatin-phosphorsiure — zu deren Be- 
stimmung wurden je 2g Muskelbrei von jedem Kilogramm vor Beschickung 
der Ansiitze ee: — und der nach 4stiindiger “Einwirkung von Lactat 


vorhandenen anorganischen Phosphorsaure errechnen. 


Im Schenckfiltrat (44 Liter) wurde nach Abstumpfung der stark sauren 
Reaktion mit 33°/,iger Natronlauge die Kupferkalkfallung vorgenommen 
(pro Liter Schenckfiltrat Zusatz von 100—150 ccm 10°/,iger Kupfersulfat- 
lé6sung und ausreichender Mengen Kalkmilch), die jedoch nicht die gesamte 
organische Phosphorsdure erfaBt, sondern zu merklichen Verlusten gerade 
an dem gesuchten Ester fiihrt, wie die spitere Aufarbeitung des Filtrates der 
Kupferkalkfallungen zeigte. Der zunichst ausschlieBlich weiterverarbeitete 
Kupferkalkniederschlag wurde mit 25°/,iger Schwefelsiure zerlegt und das 
nach Abtrennung des Calciumsulfatniederschlages gewonnene Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff entkupfert. Nach Entfernung der iiberschiissigen 
Schwefelsaure mit Baryt (wobei die Reaktion noch deutlich kongosauer 
bleiben muB) wurde das Filtrat der Bariumsulfatfillung im Vakuum auf 
500—700 ccm eingeengt. Die anschlieBend durch Zusatz ausreichender Mengen 
gesattigter Bleizuckerlésung vorgenommene Bleizuckerfallung war gleich- 
falls nicht ganz verlustlos. Im Filtrat des mit Schwefelwasserstoff zerlegten 
Bleiniederschlages wurden die letzten Reste von Schwefelsiure mit Baryt 
entfernt — diese Fillung fiihrt, wie sich bald herausstellte, zu erheblichen 
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Verlusten — und dem Filtrat des Bariumsulfatniederschlages wurde weiter 
heiBgesattigte Barytlésung bis zur Entfernung der gesamten anorganischen 
Phosphorséure zugesetzt. 

Dieser Bariumphosphatniederschlag, der gleichfalls groBe Mengen 
organischer Phosphorsaure enthielt, wurde mit 20°/,iger Essigsiéure verrieben: 
er léste sich hierbei weitgehend auf, aber der verbleibende Rest anderte beim 
Verreiben allmahlich seine Konsistenz, nahm an Masse zu und lie8 sehr bald 
unter dem Mikroskop wohlausgebildete Krystalle erkennen. Nach 1—2 Tagen 
Aufbewahrung im Eisschrank wurde der Niederschlag abgesaugt, mit etwas 
Wasser, 80°/,igem Methylalkohol und Aceton gewaschen und im Vakuum- 
exsiccator iiber Schwefelséure wihrend 48 Stunden getrocknet. Die Ausbeute 
betrug in diesem Versuch 8,85 g Rohsubstanz. 

Durch Zusatz von Athylalkohol zum essigsauren Filtrat und Verreiben 
des dabei entstandenen Niederschlages mit Essigsiure wurden weitere 1,76 g 
krystallisierter Substanz gewonnen. 

Die in dieser Weise mit nur geringen Abinderungen (wie Ent- 
eiweiBung mittels Trichloressigsiure oder Salpetersiure—Queck- 
silberacetat ; Fortfall der Kupferkalkfallung u. a.) unter Verwendung 
von Lactat als synthesebegiinstigendem Jon angestellten ersten 
8 Versuche fiihrten vom zweiten Versuch ab stets zur Isolierung 
des schén krystallisierenden Bariumsalzes. Die Umkrystallisation 
erfolgte durch Auflésen des Salzes in der eben notwendigen Menge 
92n-HCl; auf Zusatz von Ammoniak bis zur bleibenden Triitbung 
begann sofort die Abscheidung stark doppelbrechender Drusen 
und Plattchen, die bei weiterem Ammoniakzusatz trotz mineral- 
saurer Reaktion betrachtlich zunahm. Die Substanz reduzierte 
nicht, gab keine Pentosereaktion, war stickstofffrei und frei von 
anorganischem Phosphat und konnte auf Grund der Elementar- 
analyse, ihres optischen Verhaltens und durch Identifizierung der 
bei der Saurehydrolyse auftretenden Glycerinsaure als das sekundire 
Bariumsalz einer optisch aktiven, in waBriger Losung linksdrehen- 
den Glycerinsiurephosphorsiure (Phosphoglycerinsaéure) erkannt 


werden 
‘ O 
cH,—0—PCOH 
| OH 
CHOH 
| 
COOH 


Phosphoglycerinsiure”*). 


*) Die Stellung der Phosphorsiure haben wir nicht untersucht. Doch 
diirfte auf Grund der Tatsache, daB eine optisch aktive Form der 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsiiure sich als direkte Vorstufe der Phosphoglycerinsiure 
erweist (vgl. die nachfolgende Arbeit von G. Embden u. H. Jost, 8. 69), 
die obenstehende Formel als die richtige anzusehen sein. 
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Analytische Belege. 


I. Elementare Zusammensetzung. 


Die einmal umkrystallisierte Substanz wurde wahrend 24 Stunden jn 
evakuierten Schwefelsiureexsiccator, anschlieBend wahrend 100 Minuten jp 
Vakuum der Gaedepumpe bei 100° getrocknet. Sie verlor wahrend der letzte; 
30 Minuten noch 0,8°/o) an Gewicht und enthielt, wie die Analysen zeigen, 
noch | Mol. Krystallwasser. 


4,030 mg Subst.: 1,61 mg CO,, 0,84 mg H,O*). — 0,2474 g¢ Subst.: 
0,1699 g BaSO,. — 55,39 mg Subst. mit 1 ccm konzentrierter H,SO, und 
Perhydrol verascht, vom BaSO, abgetrennt, auf 100 ccm aufgefiillt und in 
je 15 ccm die Phosphorséure nach Embden"®) als Strychninphosphomolybdat 
bestimmt: Niederschlag 0,0682 g und 0,0680 g. 


C,H,O,PBa + H,O Ber. C 10,60 H 2,08 P 9,14 Ba 40,47. 
Gef. ,, 10,90 ,, 2,34 ,, 9,18 ,, 40,41. 


Wegen der Schwierigkeit, bei 100° Gewichtskonstanz zu bekommen, 
wurde eine in einem anderen Darstellungsversuch gewonnene einmal um. 
krystallisierte und exsiccatortrockene Substanz bei 110° iiber Phosphor. 
pentoxyd im Vakuum der Gaedepumpe getrocknet. Die Gewichtsabnahme 
betrug waihrend der ersten 75 Minuten 3,2°/,, wihrend der folgenden 75 Minuten 
0,55°/, und wahrend weiterer 60 Minuten 0,22°/,. 


4,130 mg Subst.: 1,61 mg CO,, 0,93 mg H,O. — 10,97 mg Subst. wie 
oben verascht und im gesamten BaSO,-freien Filtrat die Phosphorséure nach 
Embden!5) bestimmt: Niederschlag 0,0898 g 


Gef. C1063 H 2,52 P 9,17. 


Unsere Bemiihungen, durch lang ausgedehntes Trocknen bei noch 
héherer Temperatur im Vakuum der Gaedepumpe das 1 Mol. Krystallwasser 
véllig zu entfernen, fiihrten zu keinem befriedigenden Ergebnis. In einem 
Versuch wurde das Salz zunichst 3 Stunden bei 100° und anschlieBend 
18 Stunden bei 135° getrocknet, in einem zweiten Versuch 6 Stunden bei 100° 
und 7 Stunden bei 142°, ohne daB Gewichtskonstanz eintrat. In dem letzt- 
genannten Versuch betrug die Gewichtsabnahme wahrend der letzten Stunde 
noch 3,6°/99; der mit 42,02°/, ermittelte Ba- und mit 9,48°/, ermittelte P-Gehalt 
lag deutlich unter den entsprechenden Werten des wasserfreien Salzes (Ba 42,74, 
P 9,66°/,), wahrend das Verhaltnis Ba: P = 100,1:100,0 betrug. Bei einer 
iiber 13 Tage ausgedehnten Trocknung des phosphoglycerinsauren Bariums 
bei 56° erreichten wir zwar schlieBlich Gewichtskonstanz, aber auf Grund des 
danach ermittelten Ba-Gehaltes von 39,06°/, und P-Gehaltes von 8,73/% 
muBte die Substanz noch zwischen 1'/, und 2 Mol. Krystallwasser enthalten. 
Das Ba:P-Verhaltnis betrug 101:100. 

Bekanntlich haben Neuberg, Weinmann und Vogt!*) vor einigen 
Jahren die d-l-Glycerinséure-mono-phosphorsiure synthetisch dargestellt in 
Form des amorphen neutralen und sauren Bariumsalzes und des krystalli- 
sierten Brucinsalzes. Das saure Ba-Salz wurde durch Lésen des neutralen 





*) Die C- und H-Analysen (Verbrennung mit Bleichromat-Kalium- 
chlorat) erfolgten im Mikroanalytischen Laboratorium des Chemischen Insti- 
tutes der Universitat Frankfurt. 
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Salzes in verdiinnter Bromwasserstoffsiure bei eben kongosaurer Reaktion 
und Ausfallung mit Alkohol gewonnen. Es lieB sich — im Gegensatz zu der 
yon uns dargestellten optisch einheitlichen Substanz — im Hochvakuum bei 
110° iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz trocknen und war 
krystallwasserfrei. Das spater von M. Vogt!’) dargestellte -krystallisierte 
saure Ba-Salz der d-l-Phosphoglycerinsaure lieB sich bei 111° im Hochvakuum 
nicht bis zur Gewichtskonstanz trocknen — entsprechend unseren Erfahrungen 
an der linksdrehenden Komponente —, aber nach Trocknung im Hochvakuum 
bei 56° wahrend 10 Tagen enthielt es gerade 1 Mol. Krystallwasser; ob Gewichts- 
konstanz eingetreten war, ist nicht besonders vermerkt. 


II. Optische Eigenschaften. 
a) Spezifische Drehung der freien linksdrehenden Glycerinséiurephosphorsaure. 


Das einmal umkrystallisierte und analysierte Ba-Salz wurde mit einem 
sehr geringen UberschuB an Schwefelsdure versetzt; nach 48 Stunden zeigte 
die vollig klare und farblose Lésung im 2 dm-Rohr einen Drehungswinkel 
von —1,18°. Der Gehalt der Lésung an Phosphoglycerinsaure, die natiirlich 
frei von anorganischer Phosphorséure war, wurde durch Bestimmung der 
Phosphorsaure nach Veraschung ermittelt; er betrug 4,953°/, fiir freie Phos- 
phoglycerinsaure. 


“p = — 11,91° (ber. fiir die freie Saure). 


b) Spezifische Drehung des Na-Salzes. 


Dieselbe Lésung wurde mit soviel Natronlauge versetzt, daB blaues 
Lackmuspapier eben nicht mehr gerétet wurde; jetzt abgelesener Winkel 
im 2-dm-Rohr + 1,33°. Der durch Bestimmung der Phosphorséure nach 
Veraschung ermittelte Gehalt der Lésung an Phosphoglycerinsaéure betrug 
jetzt 4,310°/, bzw. 5,84°/, an tertidérem Na-Salz. 


ap = +11,39° (ber. fiir tertiares Na-Salz). 


Da Neuberg, Weinmann und Vogt!®) bei der Polarisation eines 
iiber das Brucinsalz gewonnenen optisch aktiven sauren Ba-Salzes der Phospho- 
glycerinsiure in stark saurer Lésung (2,5n-Bromwasserstoffsiure) eine ohne 
nennenswerte Phosphatabspaltung erfolgende Drehungsinderung beobachtet 
hatten, waren von M. Vogt!’) Lésungen von fast neutraler Reaktion zur 
Bestimmung der spezifischen Drehung benutzt worden: 0,5 g des Ba-Salzes 
war mit der aquivalenten Menge n-H,SO, umgesetzt und nach sofortiger 
Neutralisierung mit der aquivalenten Menge n-NaOH und Abzentrifugieren 
des Bariumsulfats die spezifische Drehung ermittelt worden; sie betrug 
ap = +2,42°. 

Von uns wurde, um Vergleichsméglichkeiten zu haben, ein analoger 
Versuch angestellt: 0,5057 g einmal umkrystallisierten und analysierten 
sekundaren Ba-Salzes wurde mit 3,20 ccm n-H,SO, verrieben, sofort mit 
3,20 com n-NaOH versetzt und die klare Lésung nach Abzentrifugieren 
des Bariumsulfates im 1-dm-Rohr polarisiert; abgelesene Drehung + 0,365°. 
Die Konzentration der Lésung, ermittelt aus dem Gesamtphosphorsaure- 
gehalt, betrug 4,85°/, fiir das sekundaére wasserfreie Na-Salz (bzw. 6,77°/, fiir 
das wasserfreie und 7,15°/, fiir das 1 Mol. krystallwasserhaltige sekundire 
Ba-Salz). 


o* 
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ap = +1,71° (bezogen auf das sekundire Na-Salz). 
ap = +5,39° (bezogen auf das wasserfreie Ba-Salz), 
ap = +5,104° (bezogen auf das 1 Mol. krystallwasserhaltige Ba-Salz). 


Nach 24 Stunden wurde die Drehung unverandert gefunden. Unsere Substanz 
drehte demnach betrachtlich starker als die von M. Vogt in annahern( 
gleich konzentrierter Lésung untersuchte optisch aktive Komponente, dic 
iiber das Brucinsalz aus synthetischer d,l-Phosphoglycerinsdiure dargeste||t 
worden war. 


Ill. Hydrolyse der linksdrehenden Glycerinsiurephosphorsaure. 


Die schwere Spaltbarkeit der Glycerinsiéure-Phosphorsaure-Ester be; 
der Saurehydrolyse, die von J. Greenwald!*) und von H. Jost!*) fiir dic 
Glycerinsaure-di-phosphorsiure, von M. Vogt!’) fiir die Glycerinséure-mono. 
phosphorsiure bereits festgestellt war, konnten wir vollauf bestitigen: 

1,1 g des einmal umkrystallisierten Ba-Salzes wurden mit 40 ccm n-H,S0, 
verrieben und nach Abtrennung des Bariumsulfates auf dem Dampfbade 
im 500 ccm Rundkolben unter Einleiten von Kohlenséiure am RiickfluB- 
kiihler waihrend 157 Stunden gekocht. Nach 72 Stunden waren 56°/, des 
Esters, nach 137 Stunden 81°/, und nach 157 Stunden 85°/, gespalten. Mittels 
Baryt entfernten wir nacheinander die iiberschiissige Schwefelsiure und die 
anorganische Phosphorsaure, gleichzeitig damit den Hauptteil des nicht 
hydrolysierten Esters. Nachdem iiberschiissiges Baryt durch Einleiten von 
Kohlensaure ausgefallt und entfernt war, wurde das Filtrat im Vakuum und, 
nach Abtrennung eines dabei ausgeschiedenen Riickstandes, auf dem Wasser- 
bade bis fast zur Trockne eingeengt, nach Zusatz von etwas Wasser filtriert 
und mit Methylalkohol versetzt. Nach einigen Stunden war der gesamte 
Niederschlag einheitlich in Form groBer und kleiner Drusen krystallisiert; 
er wurde abgesaugt, mit Methylalkohol gewaschen und im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 0,2586 g. 

Das Salz wurde einmal aus ganz wenig Wasser unter Zusatz von Methy!- 
alkohol umkrystallisiert und iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum der Gaede- 
pumpe bei 100°, anschlieBend bei 108—110° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Wahrend der Trocknung bei 110° sinterte die Substanz etwas 
zusammen, klebte an der Wand und verfarbte sich leicht, ohne daB Gewichts- 
verlust eintrat. 


4,370 mg Subst.: 3,29mg CO,, 1,20mg H,O. — 0,1231 g Subst.: 
0,0837 g BaSO,, das Filtrat der BaSO,-Fallung war nach Veraschung villig 
frei von Phosphorsaure. 


(C,0,H;).Ba Ber. C 20,72 H 2,90 Ba 39,54 
Gef. ,, 20,53 ,, 3,07 ,, 40,01. 


In einem zweiten Hydrolyseversuch wurden 4,31 g des sekundaren 
Bariumsalzes der Phosphoglycerinsaure aus einer anderen Darstellung waihrend 
192 Stunden in 150 ccm n-H,SO, in gleicher Weise hydrolysiert; 93°/, des 
Esters waren gespalten, die Rohausbeute betrug 1,44g. Von der einmal 
umkrystallisierten, exsiccatortrockenen Substanz wurde ein Teil bei 100° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (Gewichtsabnahme 1,9°/,), ein zweiter 
bei 110° (Gewichtsabnahme 2,3°/, unter Sintern und leichter Gelbfarbung). 
Letzterer wurde analysiert. 
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4,100 mg Subst.: 3,08 mg CO,, 115mg H,O. — 4,050 mg Subst.: 
3.10 mg CO,, 1,09 mg H,O. — 0,1328 g Subst.: 0,0895 g BaSQ,. 
(C,0,H,).Ba Ber. C 20,72 H 2,90 Ba 39,54 
Gef. _,, 20,63, 20,88 ,, 3,13, 3,01 ,, 39,66. 


Zur Ermittlung der spezifischen Drehung des Ba-Salzes und der freien 
Siure wurde von der im zweiten Hydrolyseversuch gewonnenen und analy- 
sierten Substanz eine 6,40°/,ige Lésung, bezogen auf wasserfreies glycerin- 
caures Barium, hergestellt und im 4-dm-Rohr polarisiert. Abgelesene Drehung 
+ 2,72°. 


ap = +10,63° (bezogen auf wasserfreies glycerinsaures Ba) 


5,60 cem dieser Lésung wurden mit 3,00 ccm n-H,SO, und 1,40 ccm 
Wasser auf 10,0 com aufgefiillt und nach Abtrennung des Bariumsulfates 
im 4-dm-Rohr polarisiert. Abgelesene Drehung —0,13°; die Konzentration 
an freier Glycerinséure war 1,094°/,; die Temperatur der Lésung betrug 20°. 


ap = —2,97° (bezogen auf freie Glycerinsaure). 


Als Spaltprodukt findet sich also in der Hydrolysenfliissigkeit die in 
waRriger Lésung linksdrehende Glycerinsaéure, deren Salze stark rechts drehen 
und die auf Grund der neueren stereochemischen Systematik nach K. Freuden- 
berg®°) wegen ihrer konfigurativen Zugehérigkeit zur d-Reihe als d-(—)- 
Glycerinsaiure zu bezeichnen ware. Ob damit auch die Glycerinsiurekomponente 
der von uns isolierten linksdrehenden Monophosphoglycerinsdure ihrer Kon- 
figuration nach der d-Reihe angehért, ist zwar wahrscheinlich, aber wegen 
der Méglichkeit einer sterischen Umlagerung bei der Hydrolyse oder bei der 
Veresterung mit Phosphorséure noch nicht mit Sicherheit zu sagen. 

Die von uns gefundenen Werte stimmen in der GréBenordnung iiberein 
mit Angaben von Frankland und seinen Mitarbeitern fiir den optischen 
Antipoden, die rechtsdrehende Glycerinsaure []-(-++-)-Glycerinsaure] und ihr 
Bariumsalz, die auf biologischem Wege, durch Einwirkung von Bacillus 
aethaceticus auf racemische Glycerinsiure, dargestellt waren: 


ap = + 2,149 21) (fiir die freie Saure) 
ap = —10,01° 22) und — 10,97° 2%) (fiir das Ba-Salz) 


und mit dem von Neuberg und Silbermann zunachst zu hoch*‘), spater 
korrigiert?5) (a. a. O. S. 146) angegebenen Wert fiir das Bariumsalz der gleichen 
Glycerinsiure, die auf rein chemischem Wege gewonnen war: ap = — 10,9°. 

Die von Neuberg und Silbermann nach ihren eigenen Angaben fiir 
das Bariumsalz der linksdrehenden Glycerinséure mit ap = + 8,75° als 
unrichtig angegebene spezifische Drehung ** *°) ist nicht nachtraglich korrigiert 
worden; spater, bei der Darstellung von Glycerinsiure aus Aldehydglycerin- 
siure fanden die gleichen Autoren fiir das Bariumsalz der linksdrehenden 
Glycerinsiure ap = + 9,9° 25). Greenwald'®) gibt fiir die freie linksdrehende 
Glycerinsaure eine spezifische Drehung von —1,44 und —1,99°, fiir das 
Ba-Salz + 9,52° bis + 12,2°, bei seinen beiden letzten Darstellungen ~+- 10,4° 
und + 10,7° an. 


Nachdem als Syntheseprodukt des Lactations statt der in 
créBeren Mengen erwarteten Hexosemono- oder Hexosediphosphor- 
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siure eine im tierischen Stoffwechsel bisher unbekannte phosphory. 
lierte 3-Kohlenstoffverbindung nachgewiesen war, fragten wir uns, 
ob es sich bei dieser Synthese um eine Higentiimlichkeit des Lactat. 
ions handelte oder ob auch der Zusatz anderer_,,synthese- 
begiinstigender*‘ Ionen zur Anhiufung von Phosphoglycerinsiure 
im Muskelbrei fiihrt. Wir priiften noch das Oxalat, dessen hohe 
Wirksamkeit die Verwendung von m/100-Lésungen gestattet, und 
das Fluorid in m/50-Lésung. Beide Anionen hatten auch in den 
bereits erwahnten Versuchen von K. Lohmann’) eine schwey 
hydrolysierbare Phosphorsiureverbindung entstehen lassen. Ferner 
ersetzten wir in der Expositionsfliissigkeit die Weizenstirke durcl 
Hexosediphosphat und verglichen, ob und in welchem Umfang 
dadurch eine Ausbeutesteigerung an Phosphoglycerinsiure erzielt 
werden kann. Denn Hexosediphosphat war als Syntheseprodukt 
im MuskelpreBsaft nach Fluorideinwirkung (in Gegenwart von 
Weizenstiirke) friiher von uns*) einwandfrei nachgewiesen worden, 
und seine rasche Umwandlung in einen schwer spaltbaren Ester 
hatte auch K. Lohmann’) in fluoridvergifteter Muskulatur 


beobachtet. 
Versuch 2. (Protokoll Nr. 14. 3. XI. 1932.) 


Von 6 kg Kaninchenmuskelbrei wurden 3 kg in 15 Liter m/100-Natrium- 
oxalat +- 2°/, Na-bic.-Lésung (Ansatz A) und 3 kg in 15 Liter m/100-Natrium- 
oxalat +- 2°/) Na-bic. + 0,219°/, Na-Hexosediphosphatlésung — d.h. 15¢ 
organische H,PO, auf 3 kg Muskulatur — (Ansatz B) wahrend 4 Stunden 
bei 13° exponiert. 

Die Aufarbeitung erfolgte in beiden Ansitzen in véllig gleicher Weise: 
Mit je 12 Liter 4°/,iger Salzsiure und 9 Liter 5°/,iger Sublimatlésung wurde 
nach Schenck gefallt. Aus den am entquecksilberten Schenckfiltrat auf- 
genommenen Hydrolysenkurven (Fig. 2) ist in Bestatigung der Befunde von 
K. Lohmann’) ersichtlich, daB die leicht spaltbare Harden-Youngsche 
Hexosediphosphorsaure nach dieser Zeit zum gréBten Teil in einen schwer 
hydrolysierbaren Ester umgewandelt war (vgl. Kurve I und II), wobei das 
anorganische Phosphat im Ansatz nicht nur nicht vermehrt, sondern sogar 
vermindert gefunden wurde. Die Umsetzung der Hexosediphosphor- 
siure in den schwer spaltbaren Ester erfolgte also mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit ohne vorherige Dephosphorylierung der 
6-Kohlenstoffkette. Die niedrigsten Werte fiir anorganische Phosphor- 
siure wurden in der ohne Hexosediphosphat exponierten Muskulatur erreicht 
(vgl. Kurve II und ITI). 

In beiden Ansaitzen kam zur Entfernung des Oxalates zu 33,5 Liter ent- 
quecksilberten Schenckfiltrates bei schwach essigsaurer Reaktion Calcium- 
chloridlésung in geringem UberschuB, der Calciumoxalatniederschlag wurde 
abgetrennt und in gleichen Volumina der Filtrate die Kupferkalkfallung vor- 
genommen. Nicht mitgefallt wurden, d. h. es fanden sich noch im Filtrat der 
Kupferkalkfaillung bei Ansatz A 3,65 g und bei Ansatz B 9,25 g Phosphor- 
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siure. Nach Zerlegung der Kupferkalkniederschlige mit 25°/,iger Schwefel- 
giure und nach Abtrennung der griindlich nachgewaschenen Gipsnieder- 
schlage wurden die Filtrate mit Schwefelwasserstoff entkupfert und die iiber- 
schiissige Schwefelsiure vorsichtig mit Baryt entfernt. Die auf 300 ccm im 
Vakuum eingeengten Filtrate wurden mit der gerade ausreichenden Menge 
gesittigter Bleizuckerlésung versetzt, Ansatz A mit 200 ccm, Ansatz B mit 
950 cem. Nach Verreiben der Bleiniederschlage mit Wasser und Entfernung 
des Bleies mit Schwefelwasserstoff wurde, nach Abtrennung des Sulfidnieder- 
schlages, zu den resultierenden 1000 ccm stark kongosauren Filtrates heiB- 
gesittigte Barytlésung bis zur schwach kongosauren Reaktion zugefigt. 
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Fig. 2. 
Hiydrolysenkurve I (————--—): Muskulatur in die bereits mit 4°/,iger Salzsiure versetzte 
Oxalat — Bicarbonat-Hexosediphosphatlésung verbracht (Kontrollansatz). 
{ydrolysenkurve II (— —— —): Muskulatur in Oxalat — Bicarbonat — Hexosediphosphat- 
lésung exponiert. 
Hydrolysenkurve III (—-—-—-): Muskulatur in Oxalat — Bicarbonatlésung exponiert. 
Anfangsgehalt der Muskulatur an anorg. H;PO, . . . . - . . 0,286°%, 7 
Gesamte lWsliche H;,POQ, . . . . . 0,611°/, Fit: Broad 


Gesamte lésliche H,PO, in den Hexosediphosphatzusatzversuchen 1,230°/, 


Im Ansatz A fiel sofort Bariumsulfat aus, das abfiltriert wurde; Ansatz B 
triibte sich erst nach langerem Stehen, ein in charakteristischen Plattchen 
und Drusen krystallisierender Niederschlag schied sich ab, der tiber Nacht 
im Eisschrank an Menge zunahm, am nichsten Tag abfiltriert, mit 80°/,igem 
Methylalkohol und Aceton gewaschen wurde und nach Trocknen im evakuierten 
Schwefelsiureexsiccator 10,6 g betrug. 

Dem Filtrat A, das trotz 24stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank 
klar geblieben war, und dem nach Abtrennung der ersten krystallisierten 
Fraktion resultierenden Filtrat B wurde weiterhin Baryt bis zur Entfernung 
der gesamten anorganischen Phosphorsiure zugesetzt, der Bariumphosphat- 
niederschlag mit Essigsiure verrieben und das nach 24stiindiger Aufbewahrung 
im Eisschrank auskrystallisierte sekundire Bariumsalz der Phosphoglycerin- 
siure abgetrennt. Ausbeute: Ansatz A 10,7 g; Ansatz B 9,0 g. 
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Aus dem Filtrat der Bariumphosphatfillungen wurden noch durch 
Alkoholfallung in der bei Versuch 1 beschriebenen Weise 1,5 g bzw. 0,6 g Roh. 
substanz gewonnen, so daB die Gesamtausbeute bei Ansatz A 12,2 g, hej 
Ansatz B (Zusatz von Hexosediphosphat) 20,2 g betrug. Die in beiden Ansitzen 
gewonnenen Substanzen erwiesen sich nach getrennter Umkrystallisation 
beide als das sekundire Ba-Salz der Phosphoglycerinsaure. 


Versuch 3. (Protokoll Nr. 17. 28. XI. 1932.) 


Von 6 kg Kaninchenmuskulatur wurden 2 kg im Ansatz A in 10 Liter 
m/50-Na-Fluorid + 2°/, Na-bic.-Lésung, im Ansatz B in 10 Liter m/50-Na.- 
Fluorid -+ 2°/, Na-bic. + 0,219°/, Na- Hexosediphosphatlosung (10 g organische 
Phosphorsaure auf 2 kg Muskulatur) und im Ansatz C in 10 Liter m/50- Na- 
Fluorid +- 2°/) Na bic. + 0,4°/, Weizenstairkelésung wahrend 4 Stunden bei 
13° exponiert. Auch hier war nach der Exposition der gréBte Teil des Hexose- 
diphosphats in einen schwer spaltbaren Ester umgewandelt (vgl. Kurve | 
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Hydrolysenkurve I ( —): Muskulatur in die bereits mit 4°/,iger Salzsiure versetzte 
Fluorid — Bicarbonat — Hexosediphosphatlésung verbracht (Kontrollansatz). 





Hydrolysenkurve II (——-—-—-): Muskulatur in Fluorid — Bicarbonat — Hexosediphosphat- 
l6sung exponiert. 
Hydrolysenkurve III (—-+-—-—-): Muskulatur in Fluorid — Bicarbonatlisung exponiert. 


Hydrolysenkurve IV (—-.—--—--): Muskulatur in Fluorid — Bicarbonat — 0,4°/, Weizen- 
stirkelésung exponiert. 


Anfangsgehalt der Muskulatur an anorg. H,PO,... .. . . 0,829, 
Gesamte lésliche H;,POQ, . . - «+ « 0,649°, in °/, der 
Gesamte lésliche H,;PO, in den Hexosediphosphatzusatzversuchen 1 187 °/, Muskulatur 
Gesamte lisliche H,PO, in dem Weizenstirkezusatzversuch . . . 0,668°/, 


und II der Fig. 3), und die niedrigsten Werte fiir anorganische Phosphorsaure 
fanden sich im Ansatz mit Weizenstirkezusatz (Kurve IV). 

Die Aufarbeitung erfolgte analog dem voranstehenden Versuch und in 
den 3 Ansiatzen gleichmaBig: im entquecksilberten Schenckfiltrat wurde das 
Fluorid als Calciumfluorid bei schwach alkalischer Reaktion entfernt und 
gleichzeitig damit auch die Hauptmenge der anorganischen Phosphorsaure. 
Im Fluoridniederschlag fanden sich 
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im Ansatz A 1,21 g anorg. und 0,83 g org. Phosphorsadure 


29 99 B 1,23 § 99 99 0,71 g£ 99 99 
99 99 C 0,94 g 99 99 0,53 g£ 99 99 


wahrend im gesamten Schenckfiltrat der Ansitze A, B und C vor der Fluorid- 
fallung 1,38, 2,24 und 1,14 g anorganischer und 11,6, 21,5 und 12,2 g organischer 
Phosphorséure nachgewiesen waren. Bei der anschlieBend vorgenommenen 
Kupferkalkfallung beliefen sich die Verluste im Kupferkalkfiltrat bei Ansatz A 
auf 1,45 g, bei Ansatz B auf 3,0 g und bei Ansatz C auf 1,45 g Phosphorsaure. 
Nach Zerlegung der Kupferkalkniederschliage, Entkupferung und Entfernung 
der iiberschiissigen Schwefelséure erfolgte die Bleifillung aus einem Volumen 
von 400 ccm und ergab 0,68, 1,26 und 0,96 g Verlust an organischem Phosphat. 

Auch in diesem Versuch schieden sich auf Zusatz von hei®gesattigter 
Barytlésung bis zur schwach kongosauren Reaktion aus einem Volumen 
von 1 Liter im Ansatz B sofort die charakteristischen Krystalle des phospho- 
clycerinsauren Bariums ab, im Ansatz C sehr viel spiter und im Ansatz A 
erst nach langerer Aufbewahrung im Eisschrank. Die Ausbeute nach 2mal 
24 Stunden betrug bei A 1,2 g, bei B 11,4 g und bei C 3,7 g exsiccatortrockener 
Substanz. Nach Einengen auf 500 ccm und erneutem Zusatz von Baryt- 
lauge bis zur eben noch wahrnehmbaren kongosauren Reaktion schieden sich 
erneut wahrend 3tagiger Aufbewahrung im Eisschrank 3,8, 7,2 und 4,1 g ab, 
und nach Einengen auf 300 ccm nochmals 0,8, 1,1 und 0,9 g Rohsubstanz. 
Auf die weitere Verarbeitung der Filtrate wurde in diesem Versuch verzichtet; 
sie enthielten nur geringe Mengen anorganischer Phosphorséure (0,08, 0,29 
und 0,17 g), dagegen beachtliche Mengen organischer Phosphorsiure (1,92, 
4,14 und 2,44 g), wohl vorwiegend in Form von Glycerinphosphorsaure, tiber 
deren Isolierung und Identifizierung aus derartigen Filtraten in der nach- 
folgenden Arbeit von Embden und Ickes (vgl. S. 63) berichtet ist. 

Die Gesamtausbeute in diesem Versuch betrug demnach im Ansatz A 
5,8 g, im Ansatz B 19,7 g und im AnsatzC 8,7 g trockener Rohsubstanz, 
die sich nach Umkrystallisieren wiederum als phosphoglycerinsaures Ba erwiesen. 
Diese sind etwa aquivalent 1,68, 5,69 und 2,51 g organischen Phosphats; es 
waren demnach aus Ansatz B, dem 10g organischen Phosphats zugesetzt 
waren, unter Vernachlassigung der bei der Aufarbeitung eintretenden erheb- 
lichen Verluste, schlieBlich 4,01 g und aus Ansatz C 0,83 g mehr neugebildeten 
organischen Phosphats in Form von Phosphoglycerinsiure als aus Ansatz A 
isoliert worden. 

Erwahnen méchten wir, da8 schlieBlich durch Steigerung des Hexose- 
diphosphatzusatzes auf 7,5 g organische Phosphorsiure pro kg Muskulatur 
in einem mit 6 kg Muskelbrei angestellten Versuch (Protokoll Nr. 19, 16. I. 1933) 
die Ausbeute auf 78 g schén krystallisierter, fast analysenreiner, exsiccator- 
trockener Rohsubstanz gebracht werden konnte. 


Diese Versuche brachten in vieler Hinsicht Aufklirung: 
AuBer dem Lactat lassen auch das Oxalat und das Fluorid im 
Muskelbrei Phosphoglycerinséure in gréBeren Mengen entstehen, 
und die einheitliche Wirkung dieser verschiedenen Ionen macht 
wahrscheinlich, da die Phosphoglycerinsiure zumindest kein 
fremdes Intermediarprodukt im Stoffwechsel des Muskels ist. 
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Ferner steigert der Zusatz von Harden- Youngscher Hexogse. 
diphosphorsiéure zu oxalat- und fluoridvergifteter Muskulatuy 
gegeniiber Starke die Ausbeute an Phosphoglycerinsiure auBer- 
ordentlich. Trotz der ional bedingten Hemmung der Dephosphory- 
lierung verlauft also der Zerfall der 6-Kohlenstoffkette weiter, und 
wir glauben, daB auch in den analogen Versuchen K. Lohmanns’ 
der schwer hydrolysierbare Ester zum guten Teil aus Phospho- 
elycerinséure bestand. 

Zwar ist das Ergebnis von Versuch 38 nicht unbedingt be- 
weisend dafiir, da8 die Harden- Youngsche Hexosediphosphor- 
siure als Muttersubstanz der Phosphoglycerinsiure nihersteht als 
das Polysaccharid Weizenstirke; denn letzteres wurde zwar in 
hdherer Konzentration, aber ohne den gleichzeitigen Zusatz aqui- 
valenter Mengen anorganischen Phosphates beigegeben, was fiir 
das Ausma8 der Phosphorylierung nicht gleichgiiltig ist®). Aber 
Harden-Youngsches Hexosediphosphat entsteht spontan im 
Muskel bei der PreBsaftbereitung®), entsteht in Gegenwart von 
Polysaccharid im MuskelpreBsaft bei Hemmung der Dephosphory- 
lierung durch Fluorid‘); und wenn es sich bisher aus lebensfrischer 
Muskulatur nicht isolieren lieB, so wahrscheinlich deswegen nicht, 
weil es normalerweise als Intermediirprodukt im Kohlenhydratstoff- 
wechsel des Muskels rasch dem weiteren Abbau anheimfallt. 
Denn in der am Muskelbrei auf Hexosediphosphatzusatz beob- 
achteten Steigerung der Phosphoglycerinsiureausbeute, die infolge 
der verschieden hohenVerluste bei der Kupferkalk- und Bleifallung 
noch nicht einmal ganz zum Ausdruck kommt (vgl. vor allem 
Versuch 2), sowie in der Geschwindigkeit, mit der nach K. Loh- 
mann’) aus Hexosediphosphat der schwer spaltbare Ester entsteht, 
liegt ja bereits inbegriffen, dab die fermentative Umwandlung von 
Hexosediphosphat in Phosphoglycerinséiure ein dem Muskel ge- 
laiufiger Vorgang ist, so daB wir in der Hexosediphosphorsaure als 
einem vermutlich normalen Intermediirprodukt zumindest eine, 
wahrscheinlich aber die Vorstufe der Phosphoglycerinsiure sehen 
dirfen. 


Zusammenfassung. 


1. Aus Kaninchenmuskulatur, die wahrend mehrstiindiger 
Einwirkung von Na-Lactat unter gleichzeitigem Zusatz von Weizen- 
stirke anorganisches Phosphat in einen schwer hydrolysierbaren 
Phosphorsaureester iiberfiihrt, lieB sich als Syntheseprodukt ein 
schon krystallisierendes Bariumsalz isolieren, das als das sekundire 
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Bariumsalz einer optisch aktiven, in waBriger Ldésung_ links- 
drehenden Glycerinséure-mono-phosphorsiure (Phosphoglycerin- 
siure) identifiziert werden konnte. 

2. Die gleiche Verbindung entsteht im Muskelbrei unter der 
Einwirkung der ,,synthesebegiinstigenden‘‘ Ionen Oxalat und 
Fluorid; aus der einheitlichen Wirkung von Lactat, Oxalat und 
Fluorid wird geschlossen, daB die Phosphoglycerinsiure kein dem 
Muskel fremdes Intermediarprodukt ist. 

8. Der mit Oxalat und Fluorid versetzte Muskelbrei bildet aus 
zugesetztem Hexosediphosphat (Harden- Young-KHster) in noch 
viel hdherem Grade als aus Starke die linksdrehende Phospho- 
elycerinsiure, ohne daB dabei anorganisches Phosphat nachweisbar 
wird. Die Spaltung des phosphorylierten 6-Kohlenstoffzuckers in 
3-Kohlenstoffverbindungen erfolet demnach mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit ohne vorherige Dephosphorylierung, und Hexose- 
diphosphat dirfte als Intermediarprodukt beim Abbau von Poly- 
saccharid zu Phosphoglycerinséure anzusehen sein. 
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Uber die Bedeutung der Phosphoglycerinsaure 
fir die Glykolyse in der Muskulatur. 
Von 
G. Embden und H. J. Deuticke. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1934.) 


Nach Auffindung der optisch aktiven Phosphoglycerinsiure in 
einem mit Lactat, Oxalat oder Fluorid versetzten Muskelbrei * ”) 
vermuteten wir, daB diese phosphorylierte 3-Kohlenstoffverbindung 
eines der lange gesuchten Intermediairprodukte bei dem glykoly- 
tischen Zuckerabbau sei. In dieser Vermutung wurden wir bestarkt, 
als wir den ohne Dephosphorylierung erfolgenden Ubergang von 
Hexosediphosphat in Phosphoglycerinséure, also die Umwandlung 
der 6-Kohlenstoffkette in eine 3-Kohlenstoffverbindung, festgestellt 
hatten. Wir fragten uns nunmehr, welche Umsetzungen bei 
der Sprengung des 6-Kohlenstoffzuckers erfolgen und wie sie 
etwa uber primaire Spaltprodukte zur Bildung von Phospho- 
glycerinséure fiihren; fernerhin wollten wir dem weiteren Abbau 
der Phosphoglycerinséure nachgehen, die wir als ein normales 
Intermediaérprodukt auf dem Abbauwege der Kohlenhydrate zu 
Milchséure betrachteten. 

Uber die ersten Phasen des biochemischen Zuckerzerfalls sind 
unsere Kenntnisse noch recht unvollstindig. In neuerer Zeit hat 
H. Ohle*) einen sehr wichtigen Beitrag zu diesem Problem ge- 
liefert und ist schon auf Grund von Uberlegungen rein chemischer 
Art zu SchluBfolgerungen gekommen, die sich im Prinzip mit 
unseren experimentell gewonnenen Ergebnissen decken. Ohleglaubt, 
daB aus Glucose durch Aufnahme von einem Molekiil Phosphor- 
sdure Glucose-6-Phosphorsiure entsteht, die tiber die Knolform in 
Fructose-6-Phosphorséure umgewandelt wird. Diese nimmt ein 
zweites Molekiil Phosphorsiure auf und geht in Fruktose-1,6-Di- 
phosphorséure iiber, aus welcher durch Dehydrierung am 
Kohlenstoff 5 eine 5-Keto-fructose-1,6-Diphosphorsaure entsteht, 
die infolge ihrer Instabilitét in ein Molekiil Dioxyacetonphos- 
phorsiure und ein Molekiil Oxymethylglyoxalphosphorsiure 
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zerfallt. Letzteres soll als Wasserstoffacceptor den bei der De. 
hydrierung weiterer Fructose-1,6-Diphosphorsaéuremolekiile ver. 
fiigbaren Wasserstoff anlagern, zu Glycerinaldehydphosphor. 
siure hydriert werden und sich, ebenso wie die Dioxyaceton. 
phosphorséure, bei der Dephosphorylierung in Methylglyoxa| 
umlagern, das entsprechend den Vorstellungen C. Neubergs*) 
weiter abgebaut wiirde. In Ohles Abbauschema  entstehen 
also nach der Veresterung der Hexose mit 2 Molekiilen Phos. 
phorsiure auf oxydoreduktivem Wege aus Fructosediphosphat 
2 Molekiile Triosephosphorséure, die Dephosphorylierung erfolgt 
erst im 8-Kohlenstoffstadium, und die Oxymethylglyoxalphosphor- 
siure dient als Wasserstoffacceptor bei dem Abbau weiterer Hexose- 
molekiile. 

Die von uns aus Saugetiermuskulatur isolierte und identifizierte 
Phosphoglycerinséure findet sich in diesem Abbauschema nicht, 
sie ist héher oxydiert als die von Ohle erérterten Intermediir- 
produkte; ihr Vorkommen und dementsprechend ihr Schicksal im 
Tierkérper war bisher unbekannt. 

Aus Garansatzen mit fluoridvergifteter Trockenhefe hatte 
aber R. Nilsson) bereits 1929 ein schén krystallisierendes Strych- 
ninsalz und daraus ein Bariumsalz gewonnen, dessen Zusammen- 
setzung, wie Nilsson in seiner zusammenfassenden Darstellung 
,»studien iiber den enzymatischen Kohlenhydratabbau“*) schreibt, 
, sich sehr gut mit der Annahme vereinigen laBt, daB die erhaltene 
Substanz eine Monophosphoglycerinséure ist“‘ (a. a. O. §. 120). 
Wenn Nilsson auch trotz seiner gut stimmenden Analysen noch 
lingere Zeit im Zweifel war, ob es sich bei der von ihm isolierten 
Substanz wirklich um eine Monophosphoglycerinséure und nicht um 
ein Polymeres dieser 3-Kohlenstoffverbindung handelte — noch 
Anfang 1933”) schreibt er, ,,als Reaktionsprodukt wurde ein K6orper 
von der Zusammensetzung der Monophosphoglycerinsaure isoliert” 
(a. a. O. 5. 202) —, so war seine friihzeitig und mit der damals 
gebotenen Vorsicht gedéuBerte Vermutung vollkommen richtig: 
Phosphoglycerinséure entsteht, wie wir heute durch die R. Nils- 
sons®”®) Arbeiten ergénzenden Untersuchungen von O. Meyer- 
hof und W. Kiessling’) sicher wissen, auch bei der Hefegirung 
durch einen oxydoreduktiven Vorgang aus Triosephosphorséure 
(vgl. auch die nachstehend mitgeteilte Arbeit von EK. Lehnartz, 
S. 90). DaB das von R. Nilsson’) aufgestellte Schema des 
Kohlenhydratabbaus bei der Hefegirung auf Grund der inzwischen 
aus dem Meyerhofschen Institut verdffentlichten Unter- 
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suchungen®) einiger Erginzungen und Abiénderungen bedarf, daB 
es sicherlich nicht uneingeschrinkt auf den Muskel ibertragen 
werden darf, schmalert nicht das Verdienst von R. Nilsson, als 
erster auf das Vorkommen von Phosphoglycerinsiure bei der Hefe- 
cirung hingewiesen zu haben. 

_ Freilich die groBe biologische Bedeutung dieser Substanz hat 
R. Nilsson nicht erkannt, und noch heute ist er geneigt, in der 
Phosphoglycerinsaure ein auf einem Seitenwege liegendes, anormales 
Intermediarprodukt bei der Hefegérung zu sehen. 

Uns erschien es demgegeniiber nach der Isolierung und Identi- 
fizierung der Phosphoglycerinsiture aus Muskulatur eher wahr- 
scheinlich, daB diese unter bestimmten Bedingungen im Muskelbrei 
angereicherte 3-Kohlenstoffphosphorsiure-Verbindung ein physio- 
logisches Intermediaérprodukt im Kohlenhydratstoffwechsel des 
Tierkérpers darstellt, um so mehr, als schon in einer frither 
im hiesigen Institut von H. Jost!) durchgefiithrten Arbeit eine 
verwandte Substanz, die Diphosphoglycerinséure, als physio- 
logisches Abbauprodukt bei der Glykolyse im Blut erkannt worden 
ist. Um iitber das weitere Schicksal der Monophosphoglycerinsaure 
AufschluB zu bekommen, setzten wir sie lebensfrischem Muskelbrei 
m und fanden, daB die Monophosphoglycerinséure rasch 
dephosphoryliert wird unter gleichzeitigem Auftreten 
von Brenztraubensdure. Die Art, in der diese Zusatzversuche 
durehgefiihrt wurden, sei zuasammenhingend kurz geschildert. 


Methodik. 

Zu diesen Versuchen wurde stets die Muskulatur von Kaninchen ver- 
wandt, die 3—4 Tage vor dem Versuch gehungert und an den 3 letzten Tagen 
Adrenalin (0,8 mg pro kg) subkutan erhalten hatten. Dadurch waren die 
Kohlenhydratreserven in der Muskulatur weitgehend eingeschmolzen — Gly- 
kogen wurde z. B. im ersten der nachstehend mitgeteilten Versuche zu 0,09°/,, 
berechnet auf das Muskelgewicht, gefunden — und die spontane Milchsaure- 
bildung entsprechend herabgesetzt. Nachdem die Tiere durch Nackenschlag 
cetétet und aus den beiden Carotiden entblutet waren, wurde die so rasch 
wie méglich gewonnene Rumpf- und Extremitaétenmuskulatur 2 mal durch eine 
eisgekiihlte Fleischhackmaschine getrieben. Je 50g, in den spateren Ver- 
suchen je 25 g des gut durchmischten und rasch auf einer empfindlichen Hand- 
waage abgewogenen Muskelbreies kamen méglichst gleichzeitig in Pulver- 
flaschen von 750 ccm bzw. 500 ccm Fassungsvermégen. 

Die Pulverflaschen, die mit Schliffdeckel versehen waren, enthielten 
bereits die fiir die Suspension der Muskulatur vorgesehenen, mit Na bic. ge- 
pufferten Lésungen von Phosphoglycerinsaure, Glycerinphosphorsaure, Brenz- 
traubensdure oder Glycerin. Von der Phosphoglycerinsdure war das 
analysenreine sekundare Bariumsalz mit der aquivalenten Menge n-Schwefel- 
siure verrieben, der Bariumsulfatniederschlag abgetrennt und die Lésung, in 
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der Barium- und Sulfationen nicht nachweisbar waren, mit Natronlaug: 
solange versetzt worden, bis blaues Lackmuspapier eben nicht mehr gerétet 
wurde. Die Lésung enthielt keine anorganische Phosphorsaure, ihr Gehal 
an organischer Phosphorséure wurde nach Veraschung mit Schwefelsiur 
und Perhydrol mittels der Em bdenschen Methode!') bestimmt. Als Glycerin. 
phosphorsaéure wurde das Mercksche Priparat verwandt, das in gleiche; 
Weise mit Natronlauge neutralisiert, und dessen Gehalt an anorganischer und 
organischer Phosphorsaure gleichfalls mittels der Embdenschen Method 
bestimmt wurde. Die Brenztraubensaure schlieBlich war frisch destillier: 
und ihr Prozentgehalt titrimetrisch ermittelt worden; auch sie wurde al 
Natriumsalz zugesetzt. 

Die A-Ansatze, in denen die im Muskelbrei zu Versuchsbeginn vor. 


handene Phosphorséure, Brenztraubensiure und Milchsaéure ermittelt wurde, § 


enthielten zur sofortigen Unterbrechung der fermentativen Vorginge stets 
8°/,ige Salzsiure. Der Sublimatzusatz erfolgte hier unmittelbar nach Ein. 
fiillen der Muskulatur. 


Die B-Ansatze kamen nach griindlicher Verteilung der Muskulatur & 


in der Expositionsfliissigkeit fiir 11/, oder 2 Stunden in ein Wasserbad von 40", 
AnschlieBend wurde durch Zusatz von 8°/,iger Salzsiure der Versuch unter. 
brochen und durch weiteren Zusatz 5°/,iger Sublimatlésung die Schenck. 
fallung vollendet. 

Die Ansiatze blieben iiber Nacht im Eisschrank; am folgenden Tage wurde 
die Muskulatur auf Nutschen abgetrennt, das Quecksilber aus den Filtraten 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff und der iiberschiissige Schwefel- 
wasserstoff durch einen Luftstrom entfernt und in den Filtraten die anorganische 
Phosphorsaure, Brenztraubenséure und Milchsiure bestimmt. 

Die Bestimmung der anorganischen Phosphorsiaure erfolgte nach 
Embden!!) in aliquoten Teilen des Filtrates. Da meist ein Teil Muskulatur 
(50 g) in 2 Teilen Expositionsfliissigkeit (100 ccm) aufbewahrt und mit je 
1 Teil (50 com) Salzséure und 1 Teil Sublimatlésung (50 ccm) versetzt war, 
geniigten im A-Ansatz 2 ccm, in den iibrigen 0,5—1 cem des Filtrates zur 
Bestimmung der anorganischen Phosphorsiure, die hier bei der Schenck- 
fallung natiirlich die Phosphokreatin-phosphorséure mit einschlieBt. 

Zur Brenztraubenséurebestimmung wurden 30 ccm der kongosauer 
reagierenden Filtrate verwandt und in den ersten Versuchen nach Zusatz 
gesattigter Natriumacetatésung bis zur lackmussauren Reaktion, spiter 
direkt, mit 5—10ccm einer gesattigten Lésung von salzsaurem Pheny]- 
hydrazin versetzt. Wie Kontrollversuche ergaben, ist die Abstumpfung 
der kongosauren Reaktion nicht notwendig, die Ausbeute aus kleinerem 
Volumen eher etwas gréBer; sie betrigt 85—90°/, der vorhandenen Brenz- 
traubensduremenge gegeniiber 80—85°/, nach Zusatz von Natriumacetat- 
lésung. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB es sich um eine Isolierungs- 
methode handelt, die eine krystallisierende, fast analysenreine Substanz 
liefert. Nach 45—60 Minuten wurden die Niederschlige des schwach gelb 

gefarbten, schon krystallisierten Phenylhydrazons — die Gelbfarbung war 
bei Fallung aus den stark kongosauren Filtraten stets etwas geringer als 
nach Natriumacetatzusatz — im Goochtiegel aufgenommen, mit einigen 
Kubikzentimetern eisgekiihlten Wassers gewaschen und im Vakuumexsiccator 
iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Doppelbestimmungen, auch an 
verschiedenen Filtratmengen, zeigten die Brauchbarkeit dieses als Bestimmungs- 
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methode an sich zwar nicht vollkommenen, aber zunachst véllig ausreichenden 
Verfahrens. DaB es sich in den Filtraten der mit Phosphoglycerinsaure ex- 
ponierten Muskulatur wirklich um Brenztraubensaure handelt, ergaben der 
Schmelzpunkt des einmal umkrystallisierten Phenylhydrazons, der bei raschem 
Erhitzen bei 176° lag, und die Elementaranalyse: 


4,130 mg Subst.: 9,17 mg CO,, 2,18mg H,O. — 4,060 mg Subst.: 
9,00 mg CO,, 2,07 mg H,O. — 5,370 mg Subst.: 0,725 ccm N (20°, 758 mm). — 
5,210 mg Subst.: 0,715 ccm N (19°, 758 mm). 
CyH,9O2Ne Ber. C 60,65, H 5,66, N 15,72 

Gef. ,, 60,58, 60,45 ,, 5,90, 5,73 ,, 15,68 16,00 

Die Milchsaurebestimmung erfolgte in der im hiesigen Institut von 
E. Lehnartz!*) ausgearbeiteten Weise. Zunichst wandten wir Atherextraktion 
an, d. h. aliquote Teile des Schenckfiltrates wurden nach Ansauern mit Phos- 
phorsiure ersch6pfend (65 Stunden) im Lindschen Extraktionsapparat extra- 
hiert, die Atherextrakte unter Nachwaschen mit Ather filtriert, und nach 
Zugabe von 20 com Wasser wurde der Ather abdestilliert. Nach Entfernung 
der letzten Spuren von Ather auf dem Wasserbade wurde den Filtraten 
Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reaktion zugesetzt, auf ein kleines 
Volumen, etwa 10 ccm, eingeengt, und nach Abtrennung von einem flockigen 
Niederschlag in aliquoten Teilen der auf 500 ccm aufgefiillten Filtrate die 


| Milchsiure bestimmt. Da aber die am Schenckfiltrat nach der Kupferkalk- 


fillung direkt ermittelten Werte mit denen nach Atherextraktion praktisch 
gleich waren (vgl. z. B. Vers. 2 8.38), verzichteten wir in den spateren Versuchen 
auf die Atherextraktion. Die nachstehend mitgeteilten Werte sind stets das 


| Mittel aus 2—3 gut iibereinstimmenden Doppelbestimmungen. 


Versuchsergebnisse. 

Versuch 1 beweist das Auftreten von Brenztraubensaure bei der 
Rinwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Phosphoglycerinsaure. 
Versuch 1. (Protokoll-Nr. 2. 25. XI. 1932.) 

Einwirkung lebensfrisch. Muskulatur auf Phosphoglycerinsiure. Jeder Ansatz 


enthilt 60g Muskelbrei in 120cem Expositionsfliissigkeit. Exposition 2 Stunden 
bei 40°; Fallung mit je 60ccem 8°/,iger Salzsiure und 5°/,iger Sublimatlésung. 
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: . as von phosphoglycerin- 

sind enthalten in 2,8 loiger saurem Na, enthaltend 

in mg Na-bic.-Lésung; | 580 mg org. u. keine 

kein Zusatz anorg. H,PO, 

Anorganische H;PO,. . . 343 878 
Brenztraubensiure .-. . — 418 








Wie man sieht, war die anorganische Phosphorsaure im Ansatz B, 
gegeniiber B, um 535 mg vermehrt, d. h. falls sie ausschlieBlich aus Phospho- 
glycerinsiure stammt, was wir zunachst annehmen diirfen, waren 92°/, der 
zugesetzten Phosphoglycerinséure gespalten. Brenztraubensaure lieB sich 
im Ansatz B, mittels der voranstehend geschilderten Methode — in diesem 
Versuch unter Hinzufiigen gesattigter Natriumacetatlésung — nicht nach- 
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weisen, auf Zusatz von Phenylhydrazinlésung trat zwar eine langsam zy. 
nehmende Gelbfarbung, aber keine Niederschlagsbildung auf. Im Ansatz 8, 
wurden dagegen 418 mg nachgewiesen. ‘ 

Aus der gesamten zugesetzten Versuchslésung, die 580 mg Phosphor. 
siure als Phosphoglycerinsiure enthielt, konnten bei vollstandiger Spaltung 
521 mg Brenztraubensaure, aus der zu 92°/, gespaltenen Phosphoglycerinsiure 
479 mg Brenztraubensaure entstehen. Gefunden sind 418 mg, d. h. 87°/, der 
bei 92°/,iger Spaltung und 80°/, der bei 100°/,iger Spaltung der Phosphoglycerin. 
siure mdglichen Menge. Die villige Spaltung der Phosphoglycerinsiure 
wurde in Rechnung gezogen, weil méglicherweise die fehlenden 8°/, an- 
organischer Phosphorsaiure in andere organische Bindung tbergefithrt waren. 
Beriicksichtigen wir, daB bei der von uns angewandten Methode nach Zusatz 
von gesittigter Natriumacetatlésung nur 80—85°/, der theoretischen Menge 
Brenztraubenséure wiedergefunden werden kénnen, so besagt das Ergebnis 
von Versuch 1, daB die Phosphoglycerinsaure von lebensfrischer 
Muskulatur véllig und rasch in Brenztraubensadure und Phosphor. 
siure gespalten wird. 

Diese Spaltung ist keine einfache hydrolytische Esterspaltung 
unter intermediarer Bildung von Glycerinsiure und sekundiirer 
Umwandlung der Glycerinsiure durch Wasseraustritt in Brenz- 
traubensaure, wie das Ergebnis von zwei weiteren Versuchen lehrte, 
in denen zum Muskelbrei die unveresterte Glycerinsiure zugesetzt 
wurde. Die Bedingungen waren die gleichen wie im voranstehenden 
Versuch, die Glycerinsiure wurde als d-l-glycerinsaures Natrium ein- 
mal in einer der Phosphoglycerinsiure aquivalenten Menge, das an- 
dere Mal in der doppelt aquivalenten Menge zugesetzt. Zwar zeigten 
die Filtrate der mit Glycerinsdéure beschickten Ansatze nach Zusatz 
von salzsaurem Phenylhydrazin eine etwas staérkere Gelbfirbung 
als die Filtrate der ohne jeden Zusatz angestellten Kontrollversuche; 
aber selbst nach 11/,stiindigem Stehen bildete sich nicht der 
geringste Niederschlag eines Phenylhydrazons, wahrend auf nach- 
traglichen Zusatz geringer Mengen von Brenztraubenséure zum 
Filtrat sich sofort das krystallisierte Phenylhydrazon der Brenz- 
traubenséure abschied, die Phenylhydrazonbildung an sich also in 
diesem Filtrat nicht behindert war. 

Infolgedessen haben wir die direkte Spaltung der Phospho- 
glycerinséure in Phosphorséure und Brenztraubensiure in folgender 
Formel zum Ausdruck gebracht: 


O 
CH,_o—PZ0H _—CH, 
l NOH | 
I CHOH = C=O + H,PO, 
! 


| 
COOH COOH 
Phosphoglycerin- Brenztrauben- 
siure. saiure. 
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War diese Dephosphorylierung von Phosphoglycerinséure unter 
Bildung von Brenztraubenséure ein physiologischer Intermediir- 
vorgang bei der Glykolyse im Muskel, so muBte die normale Milch- 
siurebildung durch anschlieBende Hydrierung der Brenztrauben- 
siure bei gleichzeitiger Dehydrierung geeigneter Wasserstoff- 
donatoren erfolgen. Als soleche wurden Abbauprodukte des 
Hexosemolekiils selbst in Erwagung gezogen auf Grund folgender 
Uberlegung: Die Glycerinséure und die aus deren Monophosphor- 
siureester durch Muskulatur abspaltbare Brenztraubensiéure sind 
hoher oxydierte Substanzen als die Hexosen und Hexosephosphor- 
siiureester. Phosphoglycerinsaure, die auf gleicher Oxydationsstufe 
wie Brenztraubensiure steht, wird, wie die in der voranstehenden 
Arbeit?) mitgeteilten Versuche zeigen, unter anaeroben Bedingungen 
in gréBtem AusmaB aus Polysaccharid und Hexosediphosphat ge- 
bildet ; dieser oxydative Vorgang ist natiirlich nur bei gleichzeitigem 
Ablauf reduktiver Prozesse moéglich. Eine bei der Spaltung der 
6-Kohlenstoffkette gleichfalls entstehende 3-Kohlenstoffverbindung 
muBte somit am ehesten als Wasserstoffdonator fiir die Hydrierung 
der Brenztraubenséure zu Milchsiure in Betracht gezogen werden. 

Auf Grund dieser Uberlegungen bildeten wir uns unter Beriick- 
sichtigung der bisher mitgeteilten experimentellen Ergebnisse die 
Vorstellung, daB die 6-Kohlenstoffkette bei erhaltener Phosphory- 
lierung in 2 phosphorylierte 3-Kohlenstoffverbindungen gespalten 
wird, wobei aus 1 Molekiil Hexosediphosphorséure 2 Molekiile 
Triosemonophosphorsaure entstehen. Fiir die Fructosediphosphor- 
siure wurde dieser Vorgang folgende Formulierung erhalten: 


O ZO 
cH,—0—PZ0H CH,—0—PZ0H Dioxyacetonphosphorsiure. 


l NOH | \OH 
C=O 7 ==( 
| 
CHOH CH,OH 
nm | - * 
CHOH C Vu 
| 
CHOH ‘ | Nu 
| CHOH 
CH,—O—PCOH | po 
OH H,—O—PZ0H 
\OH 
Fructosediphosphor- Glycerinaldehyd- 
siure. phosphorsiure. 


Die beiden Triosephosphorséuremolekiile — in dem hier ge- 
wahlten Beispiel Dioxyacetonphosphorsaéure und Glycerinaldehyd- 
3* 
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phosphorsiure — muBten durch einen Dismutationsvorgang nach 
Art der Cannizzaroschen Reaktion in 1 Molekiil Phosphoglycerin- 
siure und 1 Molekiil Glycerinphosphorsiure umgewandelt werden: 


0 mo 





cH,—O—PZ0H —- CH, -0— PZ 0H 
NOH a ‘OH + H,O 
lit C=O CHOH . 
| 
CH,OH we 
Nu 
Dioxyacetonphosphor- Glycerinaldehyd- 
siure. phosphorsiure. 
ZO f9 
CH,—O— POOH CH,—O—P—OH 
| OH | \OH 
= CHOH + CHOH 
| | 
CH,0OH COOH 
Glycerinphosphor- Phosphoglycerin- 
siure. siure. 


Die hierbei durch Reduktion entstandene Glycerinphosphor- 
siure kénnte dann den geeigneten Wasserstoffdonator fiir die 
Umwandlung der bei der Dephosphorylierung von Phosphoglycerin- 
siure gebildeten Brenztraubensiure (vgl. Formel I, 8.34) zu 
Milchsiure darstellen und dabei selbst wieder zu Triosephosphor- 
siure dehydriert werden: 


JO 

CH, CH,—_O—PZOH CH, CH,—O _p4on 

| | NOH | | \OH 
IV C=O + CHOH = CHOH + CHOH 

| | | 

COOH CH,OH COOH lA 

NH 

Brenztrauben- Glycerinphosphor- Milchsiiure. Triosephosphor- 

siiure. saure. sdure. 


An 2 Triosephosphorsauremolekiilen wiirde sich der in Formel II! 
wiedergegebene Dismutationsvorgang wiederholen, und auf diese 
Weise kénnte simtliche Hexose in Milchsiure umgesetzt werden. 


Die in diesem Bild der glykolytischen Milchsaurebildung wieder- 
gegebenen Kinzelphasen sind durch eine Reihe experimentell ge- 
wonnener Ergebnisse gestiitzt. 

So ist fermentativ entstandenes Hexosediphosphat, das wir 
als Intermediarprodukt beim glykolytischen Kohlenhydratabbau 
in der Muskulatur ansehen méchten, schon frither von uns}%) aus 
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MuskelpreBsaft isoliert worden, und der Ubergang von Hexose- 
mono- in Hexosediphosphorsiéiure wurde ebenfalls vor Jahren in 
unver6ffentlichten Untersuchungen unseres Institutes sichergestellt. 
Auch in Muskelextrakten kommt es ja, wie O. Meyerhof?*) fand, 
ebenso wie in Garansatzen unter bestimmten Bedingungen leicht zur 
Bildung von Hexosediphosphat, und die Vorstellung, daB dem Ab- 
bau der Hexosemonophosphorsiure ihr Ubergang in Hexose- 
diphosphorsaéure vorausgeht, ist auch schon von O. Meyerhof 
gelegentlich geéuBert worden. 

Die der Spaltung der 6-Kohlenstoffkette vorausgehenden 
intramolekularen Umlagerungen, die vielleicht zu einer besonderen, 
labilen Form der Hexosediphosphorséure fiihren, sollen unerértert 
bleiben, da wir hieriiber bisher keine eigenen Versuche anstellten, 
die von H. Ohle’) geaéuBerten Vermutungen am_ biologischen 
Objekt noch nicht bestatigt wurden, und auch die von R. Nils- 
son” ’) entwickelten Vorstellungen noch nicht ausreichend experi- 
mentell gesichert sind. Daf Triosephosphorsiure intermediir ent- 
steht, darf man als Tatsache ansehen; denn die rechtsdrehende 
Glycerinaldehydphosphorsiiure erwies sich, wie die nachfolgende 
Arbeit von G. Embden und H. Jost zeigt (vgl. 5. 69), als Mutter- 
substanz der nattirlichen Milchséure |1(-+-)-Milchséiure| — auch die 
ausschhieBliche Vergirbarkeit der rechtsdrehenden Komponente 
wurde von C. V.Smythe und W. Gerischer”) festgestellt —und 
aus bromessigsiurevergifteter Muskulatur konnten wir das Pheny]l- 
hydrazon einer organischen Phosphorsiureverbindung isolieren, die 
ihrem ganzen Verhalten nach Triosephosphorséure war*) (vgl. die 
nachfolgende Arbeit von G. Embdenu. H. J. Deuticke, §. 50). 
Mag statt der von uns als Beispiel angefiihrten Fructosediphosphor- 
siure eine anders konfigurierte Hexosediphosphorséure als Reak- 
tionsform auftreten und entsprechend nicht 1 Molekiil ¢-Glycerin- 
aldehydphosphorséure und 1 Molekiil Dioxyacetonphosphorsaure 
entstehen, sondern andere Triosephosphorsiuren — diese Még- 
lichkeit, die zugleich Aussicht bietet, die Struktur der reaktions- 
fahigen Hexosediphosphorsaéure aufzukliren, ist bereits in unserer 
vorlaufigen Mitteilung!) erértert worden — samtliche von uns und 
auch inzwischen von anderer Seite!®) erhobenen Befunde besagen, 
daB bei der Glykolyse intermediar phosphorylierte Triosen entstehen. 

Die oxydoreduktive Umwandlung von zwei Triosephosphor- 
siuren nach Art der Cannizzaroschen Reaktion ist gleichfalls 








*) Auch dieser Befund wurde in den Vortragen in Berlin-Dahlem, Stock- 
holm und Basel im Marz und im Mai 1933 bereits mitgeteilt. 
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in mehrfacher Hinsicht gesichert. Neben der Phosphoglycerinsiure 
konnten G. Embden und Th. Ickes als zweites Dismutations. 
produkt aus fluoridvergifteter Muskulatur Glycerinphosphorsiiure 
isolieren (vgl. S. 68), ein Ergebnis, das im Marz 1983 kurz nach, 
dem Erscheinen unserer vorliufigen Mitteilung bereits von dem 
einen von uns (G.E.) in Berlin-Dahlem mitgeteilt werden konnte, 
und zu dem auch O. Meyerhof und W. Kiessling?) bei etwas 
anderer Versuchsanordnung gekommen waren. 

SchlieBlich die letzte Phase in unserm Abbauschema, die reduk- 
tive Umwandlung der bei der Dephosphorylierung von Phospho- 
olycerinsiure entstandenen Brenztraubenséure in Milchsadure wird 
durch die folgenden Versuche sichergestellt: 


Versuch 2. 
(Protokoll-Nr. 3. 8. XII. 1932.) 
Kinwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Phosphoglycerinsiure, Glycerin- 
phosphorsiiure und beide Substanzen gleichzeitig. 
Jeder Ansatz enthilt 50 g Muskulatur in 100 cem Expositionsfliissigkeit. 


Exposition 2 Stunden bei 40°; Fiillung mit je 50 cem 8 °/,iger Salzsiiure 
und 5 °/,iger Sublimatlésung. 
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In diesem Versuch 2 wurden im Ansatz B, Phosphoglycerinséure, im 
Ansatz B. Glycerinphosphorsaéure und im Ansatz B, beide Substanzen gleich- 
zeitig zugesetzt. Die Phosphoglycerinsiure allein ist, bei einer Vermehrung 
der anorganischen Phosphorsiure im ganzen Ansatz gegeniiber B, um 516 mg, 
zu 98°/, gespalten, die Glycerinphosphorsiure dagegen nur zu 8°/); denn in 
B, betragt die Zunahme abziiglich der mit der Glycerinphosphorsdurelésung 
gleichzeitig zugesetzten 6 mg anorganischer Phosphorsaure nur 44 mg von 
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528 mg*). Setzt man im Ansatz B, gleichfalls eine 98°/,ige Phosphoglycerin- 
siurespaltung in Rechnung, so ist im kombinierten Ansatz B, die Glycerin- 
phosphorséure unter Beriicksichtigung der gleichzeitig zugesetzten 6 mg 
anorganischer Phosphorsaure statt zu 8°/, zu 20°/, gespalten; bei vélliger 
Dephosphorylierung der Phosphoglycerinsiure wiirde sich immer noch eine 
18°/,ige Spaltung der Glycerinphosphorsaure errechnen. 

An Brenztraubensiure wurden im Ansatz B, 70°/, der bei vélliger Phos- 
phoglycerinséurespaltung und 71°/, der bei 98°/,iger Spaltung méglichen 
Menge gefunden, im Ansatz B, dagegen nur 53 bzw. 54°/,. Die im Ansatz B, 
fehlenden 80mg _ Brenztraubensiure sind durch die ungewodhnlich starke 
Milchsiurebildung in B, (296 mg) mehr als ausgeglichen; denn unter Zugrunde- 
legung der im Schenckfiltrat direkt ermittelten Milchséurewerte (vgl. die 
obere Reihe) sind im Ansatz B, gegeniiber B, 21 mg, im Ansatz B, gegeniiber 
B, 9 mg, in summa also 30 mg Milchsaure mehr gebildet, wihrend bei gleich- 
zeitigem Zusatz von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure im 
Ansatz B, die Milchsiurevermehrung 166 mg betrigt. Nach Abzug der in B, 
und B, insgesamt gebildeten 30 mg bleiben in B, immer noch 136 mg Milch- 
siure tbrig, weit mehr also, als den verschwundenen 80 mg Brenztrauben- 
siure aquivalent sind. 

Nimmt man an, daB die Brenztraubensaure restlos in Milchsiure tiber- 
gegangen ist, so bleibt nach Abzug der der Brenztraubenséiuremenge aqui- 
valenten 82 mg Milchséure in B, immer noch ein Rest von 54 mg Milchsaure 
iibrig. Diese Milchséure entstammt unserer Meinung nach der vermehrt in den 
MilchséurebildungsprozeB einbezogenen Glycerinphosphorsaure; denn bringt 
man von den 931 mg anorganischer Phosphorséure im Ansatz B, die in B, 
gefundene Phosphorsiaure und die in B, und B, aus Phosphoglycerinsaure bzw. 
Glycerinphosphorsiure vermehrt gebildete Phosphorsaure in Abzug, so verbleibt 
in B, ein Rest von 62 mg anorganischer Phosphorsaure, der 57 mg Milchsaure 
‘iquivalent ist. 


Wir glauben, dai die vermehrte Phosphorsiurebildung im 
Ansatz B, darauf zuriickzufiihren ist, daB Glycerinphosphor- 
siure als Wasserstoffdonator bei der Umsetzung Brenz- 
traubenséure/Milchséure dient, daB die Glycerinphos- 
phorséiure hierbei zu Triosephosphorsadure dehydriert 
wird, daB 2Molekiile der Triosephosphorséure nach 
Formel III dismutiert werden und das eine Dismuta- 
tionsprodukt, die Phosphoglycerinsaéure, der raschen 
Dephosphorylierung und damit dem weiteren Abbau 
iiber Brenztraubensdure zu Milchséure anheimfallt. 





*) Die Vermehrung des anorganischen Phosphates gegeniiber den Kontroll- 
ansitzen wurde in diesem und den nachfolgerden Versuchen stets auf eine 
Dephosphorylierung der zugesetzten Substanzen bezogen, obgleich durch den 
Zusatz auch Veranderungen an anderen Phosphatfraktionen erfolgen kénnten. 
Die hier mitgeteilten Ergebnisse bediirfen also durch direkte Bestimmung 
der Phosphoglycerinsiure- und Glycerinphosphorsiure-A bnahme einer spateren 
Nachpriifung. 
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Bei der Hydrierung der 80mg Brenztraubensaéure zu Milchsiiure 
wiirde soviel Glycermphosphorsiure dehydriert werden, daB nach 
der nunmehr erfolgenden Dismutation der entstandenen Triose- 
phosphorsaure etwa 45 mg anorganische Phosphorsiéure aus Phos- 
phoglycerinsdéure entstehen kénnten. Die dabei gebildete Brenz- 
traubenséure wirde aber zur Dehydrierung weiterer Glycerin- 
phosphorsaéuremolekiile AnlaB geben, dabei wiirden nach der Dis- 
mutation weiterhin Milchséure und Phosphorsaure in aquivalenten 
Mengen entstehen, und beriicksichtigt man, daB die von uns an- 
gewandte Brenztraubensiure-Bestimmung gegeniiber der aus- 
gezeichneten Phosphorséure- und Milchsiurebestimmungsmethode 
nur 80—90°/, Ausbeute liefert, die Bilanzberechnung hier also einen 
merklichen Unsicherheitsfaktor in sich traégt, so erscheint die von 
uns gegebene Deutung dieses Versuchsergebnisses recht gut gesichert. 


Versuch 3. 
(Protokoll-Nr. 6. 16. XII. 1982.) 


Einwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Phosphoglycerinsiiure, Glycerin- 
phosphorsiure und auf beide Substanzen gleichzeitig. 
Jeder Ansatz enthilt 50 g Muskelbrei in 100 cem Expositionsfliissigkeit. 
Exposition 2 Stunden bei 40°; Fiillung mit je 50 cem 8 %/,iger Salzsiure 
und 5°/,iger Sublimatliésung. 
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Der folgende Versuch bestatigt dies Ergebnis. Hier war die Phospho- 
glycerinsaure allein zu 99°/j, die Glycerinphosphorsaure allein zu 13°/, und in 
Kombination mit Phosphoglycerinsaure zu 23°/, gespalten. An Brenztrauben- 
siure wurden von der bei volliger Phosphoglycerinséurespaltung méglichen 
Menge im Ansatz B, 68°/, und im Ansatz B, 47°/, gefunden, der Mindergehalt 
in B, betrug 105 mg Brenztraubensaure. Bringt man die dieser Brenztrauben- 
siuremenge aquivalenten 108 mg Milchséure von den im Ansatz B, gefundenen 
402 mg Milchséure in Abzug, auBerdem die in B, und B, gegeniiber B, ver- 
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mehrt gefundene Menge von insgesamt 36 mg, so verbleibt auch hier wieder 
ein Rest von 45 mg Milchsaure, der wohl von der Glycerinphosphorsaure her- 
geleitet werden muB. Bei der Annahme, daf die im Ansatz B, gegeniiber B, 
aus Glycerinphosphorsaure vermehrt abgespaltene Phosphorsiure von 55 mg 
deswegen vermehrt abgespalten wurde, weil die Glycerinphosphorsaure unter 
Oxydation in den MilchséurebildungsprozeB einbezugen wurde, und da nur 
die dieser Mehrabspaltung von Phosphorsaure entsprechende Glycerinphosphor- 
siuremenge tiber Triosephosphorsiure und Phosphoglycerinsiure vollstandig 
in Milchsiure umgewandelt ist, ergibt sich, daB diesen 55 mg Phosphorsiéure 
51 mg Milchséure entsprechen, wahrend in Wirklichkeit in schéner Uber- 
einstimmung hiermit 45 mg gefunden wurden. 


Diese EKinbeziehung der Glycerinphosphorsiure in den Milch- 
siurebildungsprozeB unter intermediirem Auftreten von Triose- 
phosphorséure, Phosphoglycerinsiure und Brenztraubensiure wird 
nicht nur von uns aus unseren eigenen Versuchsergebnissen er- 
schlossen, sondern stimmt auch auf das beste mit den Ergebnissen 
anderer Autoren itiberein. Sieht man von den inzwischen von 
O. Meyerhof?’) veréffentlichten Untersuchungen ab, so wiesen vor 
allem die Befunde von A. Hahn und W. Haarmann!®) in diese 
tichtung, die schon vor lingerer Zeit den Nachweis fiihrten, dab 
Glycerinphosphorséurezusatz zu Muskelbrei unter geeigneten Be- 
dingungen eine Brenztraubenséurebildung zur Folge hat. 

Versuch 4. 
(Protokoll-Nr. 7. 29. XII. 1932.) 
Einwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Phosphoglycerinsiure, Glycerin- 
phosphorsiiure und auf beide Substanzen gleichzeitig, 
auf Glycerin sowie auf Glycerin und Phosphoglycerinsiure gleichzeitig. 
Jeder Ansatz enthilt 25 g Muskelbrei in 50 ccm Expositionsfliissigkeit. 
Exposition 11/, Stunden bei 40°; Fallung mit je 25 cem 8 °/,iger Salzsiiure 
und 5 °/,iger Sublimatlésung. 
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Im Gegensatz zur Glycerinphosphorsaure ist das nicht phos. 
phorylierte Glycerin als Wasserstoffdonator in diesem System 
ungeeignet, wie Versuch 4 (vgl. §. 41) zeigt. 


Versuch 4. 


In dem Ansatz mit Phosphoglycerinsiure-Zusatz allein (B,) wurden 
3°/, mehr anorganische Phosphorsaure gefunden als dem Zusatz nach méglich 
war, die Phosphoglycerinsaure war also vollig gespalten. Die Glycerinphosphor. 
siure allein wurde zu 9°/,, im gemeinsamen Ansatz mit Phosphoglycerinsiure 
zu 18°/, dephosphoryliert (bzw. zu 23°/,, wenn nur die theoretisch méglichen 
320 mg fiir Phosphoglycerinsiure und nicht 331 mg in Rechnung gesetzi 
werden). An Brenztraubensiure sind im Ansatz B, 73°/) und im Ansatz B, 
54°/, der bei vollstandiger Phosphoglycerinsaiurespaltung méglichen Menge 
aufgefunden, der Mindergehalt in B, betrigt 54 mg. Nach Abzug der diesem 
Mindergehalt aquivalenten 56 mg Milchséure von der in B, gefundenen Milch- 
siuremenge und nach weiterem Abzug der in B, und B, insgesamt gebildeten 
20 mg Milchséure verbleibt in B, noch ein Milchséurerest von 76 mg, der in 
diesem Versuch selbst durch die vermehrte Einbeziehung der Glycerinphosphor- 
siure in den Glykolysevorgang nicht voll gedeckt ist. 

Der alleinige Zusatz einer aquivalenten Menge von Glycerin im Ansatz B. 
ist ohne EinfluB auf den Gehalt dieses Ansatzes an anorganischer Phosphor- 
siure (vgl. B, mit B,) und hindert auch nicht die véllige Spaltung gleich- 
zeitig zugesetzter Phosphoglycerinsiure (vgl. B,). Die hierbei freiwerdende 
Brenztraubensaure wird aber durch das Glycerin in keiner Weise hydriert 
—im Gegensatz zum Verhalten des phosphorylierten Glycerins im Ansatz B,-— , 
die Brenztraubenséuremenge ist mit 76°/, der theoretisch méglichen gegeniiber 
B, eher etwas vermehrt. Entsprechend ist die Milchsiuremenge im Ansatz Bb, 
die gleiche wie im Ansatz Bg, sie betragt nach Abzug der 6 mg, die bei Glycerin- 
zusatz allein in B; vermehrt gefunden wurden, 90 mg. 


Da die vermehrte Milchsiurebildung bei gleichzeitigem Zu- 
satz von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure durch 
die Hydrierung der bei der Phosphoglycerinséurespaltung ent- 
stehenden Brenztraubensiure erfolgt, zeigen die beiden letzten 
Versuche, in denen die Phosphoglycerinsiure durch Brenztrauben- 
siure ersetzt wurde. 

Versuch 5. 
Auch hier steigerte der gleichzeitige Zusatz von Brenztraubensiure 


und Glycerinphosphorsiure die Phosphorsiureabspaltung von 12 auf 27°), 
der zugesetzten Glycerinphosphorsaéure, und von der Brenztraubensaure sind 
durch den Glycerinphosphorséurezusatz 35 mg verschwunden (B,—B,). Von 
den zugesetzten 273 mg Brenztraubensdure wurden in B, 203 mg, d. h. 74°), 
wiedergefunden, in einer mit der Brenztraubensdurelésung allein unter gleichen 
Bedingungen angestellten Kontrollbestimmung 240 mg, d.h. 88°/,, so dab 
37 mg Brenztraubenséiure schon ohne besonderen Donatorzusatz von der 
Muskulatur zum Verschwinden gebracht sind. Dementsprechend ist auch die 
Milchsiurevermehrung in B, gegeniiber B, mit 26 mg merklich groB, wie iiber- 
haupt die Muskulatur in diesem Versuch spontan (vgl. A mit B,) und nach 
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Versuch 5. 
(Protokoll-Nr. 8. 


17. I. 1933.) 


43 


Linwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Brenztraubensiure, Glycerin- 
phosphorsiure und auf beide Substanzen gleichzeitig. 

Jeder Ansatz enthalt 25 g Muskelbrei in 50 cem Expositionsfliissigkeit. 
Exposition 11/, Stunden bei 40°; Fillung mit je 25 ccm 8 °/,iger Salzsiiure 
und 5 °/,iger Sublimatlésung. 








Im ganzen Ansatz 
sind enthalten 
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Versuch 6. 
(Protokoll-Nr. 10. 
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Kinwirkung lebensfrischer Muskulatur auf Brenztraubensiure, Glycerin- 
phosphorsiure und auf beide Substanzen gleichzeitig. 

Jeder Ansatz enthilt 25 g Muskelbrei in 50 cem Extraktionsfliissigkeit. 
Exposition 2 Stunden bei 40°; Fallung mit je 25 ccm 8°/,iger Salzsiure 
und 5 °/,iger Sublimatlésung. 
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Glycerinphosphorséurezusatz (vgl. B, mit B;) wesentlich mehr Milchsaure 
bildete als in den voranstehend mitgeteilten Versuchen. Trotzdem erfolgt 
bei gleichzeitigem Zusatz von Brenztraubensaéure und Glycerinphosphorsiure 
noch eine kraftige Milchsaiuresteigerung. Nach Abrechnung der in B, und B, 
vermehrt gefundenen 40 mg bleibt noch ein Rest von 55 mg iibrig, der auch 
durch das Milchsiureiquivalent der verschwundenen 35 mg Brenztraubensiure 
(= 36 mg Milchséure) nicht gedeckt ist, aber in diesem Versuch durch die 
rechnerische Einbeziehung der vermehrt dephosphorylierten Glycerinphosphor. 
siure mehr als ausgeglichen wird, da deren Milchsaiureaquivalent 39 mg betragt 
gegeniiber den noch vorhandenen 19 mg Milchsaure. 


Versuch 6. 

Dieses Ergebnis wird durch Versuch 6 bestatigt. Nur wird hier die 
Brenztraubenséure allein kaum zu Milchsiure hydriert, der Milchsaure- 
mehrgehalt in B, betragt gegeniiber B, nur 6 mg, und 88°/, der zugesetzten 
Brenztraubensaure finden sich in B, wieder, d. h. unter Beriicksichtigung der 
Ausbeute, die unsere Methode liefert, ist keine Brenztraubensaéure ver- 
schwunden. Um so deutlicher tritt die Steigerung der Milchsaurebildung 
in B, bei gleichzeitigem Zusatz von Brenztraubensaiure und Glycerinphosphor- 
siure hervor; sie betragt gegeniiber B, 67 mg, nach Abzug der in B, und B, 
insgesamt vermehrt gefundenen 16 mg und nach Abzug des Milchsaure- 
aiquivalentes der in B, gegeniiber B, verschwundenen Brenztraubensaure 
(19 mg) sind noch 32 mg Milchsiure iibrig, die in diesem Versuch wie in Ver- 
such 4 durch die Einbeziehung des vermehrten Glycerinphosphorsaure- 
umsatzes in die Milchsdéurebilanz — die Phosphorsiurevermehrung in B, 
entspricht 22 mg Milchsiure — nicht vollig gedeckt sind. 

Diese beiden letzten unter Zusatz von Brenztraubensiure 
angestellten Versuche zeigen somit, da Brenztraubensaure allein 
ebenso wie Phosphoglycerinséure allein nur in geringem Umfang 
durch Muskulatur in Milchsiure umgewandelt wird. Aber der 
gleichzeitige Zusatz von Glycerinphosphorsaéure verstirkt diese 
Umwandlung bedeutend, bei der Brenztraubensiaure vielleicht etwas 
schwacher als dies bei Verwendung von Phosphoglycerinsiure mit 
Glycerinphosphorséure der Fall ist. Die verschwundene Brenz- 
traubensdure reicht auch hier nicht zur Deckung der starken 
Milchsaiurezunahme aus, und da Brenztraubensadurezusatz die Ab- 
spaltung von Phosphorséure aus Glycerinphosphorsaéure ebenfalls 
erhoht, wird hieraus die Einbeziehung der Glycerinphosphorsaéure 
in die reduktive Umwandlung der Brenztraubenséure zu Milch- 
sdure erschlossen. 

Eine starke Stiitze fiir die Richtigkeit dieser Anschauung 
bedeuten schlieBlich noch die in einer nachfolgenden Arbeit von 
G. Embden und H. Jost (vgl. 8. 69) mitgeteilten Versuche, in 
denen bei gleichzeitigem Zusatz von Brenztraubensiure bzw. 
Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsiéure fast ausschlieb- 
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lich die natirliche, rechtsdrehende Milchsiure gebildet wurde. 
DaB aus Brenztraubensaure allein in der kiinstlich durchstrémten 
Leber die natiirliche Milchséure entsteht, ging schon aus einer vor 
Jahren von G. Embden und M. Oppenheimer?) aus dem 
hiesigen Institut ver6dffentlichten Arbeit hervor. 


Somit stellen die hier mitgeteilten Versuche 2—6 eine entschei- 
dende Grundlage dar fiir das von uns entwickelte Abbauschema, in 
Sonderheit fiir dessen letzte Phase. Die reduktive Umwandlung zu- 
cesetzter oder aus Phosphoglycerinsaure entstandener Brenztrauben- 
siiure in Milchséure wird nur durch Glycerinphosphorsiure, nicht 
durch Glycerin als Wasserstoffdonator erméglicht. Die dariiber 
hinaus erfolgende Milchséurebildung ist begleitet von einer ver- 
mehrten Phosphorséureabspaltung aus Glycerinphosphorsiure. 
Diese Feststellung 148t nach unserer Meinung am zwanglosesten die 
Deutung zu, daB neben der Phosphoglycerinsiure auch die Glycerin- 
phosphorsiure als normales Intermediarprodukt bei der physio- 
logischen Milchséurebildung im Muskel, soweit sie unter Phos- 
phorylerung erfolgt, anzusehen ist. (Ihre Isolierung aus fluorid- 
vergifteter, mit Hexosediphosphat versetzter Muskulatur ist in einer 
nachfolgenden Arbeit von G. Embden und Th. Ickes beschrieben; 
vgl. auch O. Meyerhof und W. Kiessling?’). 

Das hier entwickelte Bild der glykolytischen Milchséurebildung 
durch Muskulatur weicht stark von den bisher geltenden Vor- 
stellungen ab. Zwar ist das intermediire Auftreten phosphory- 
lierter 8-Kohlenstoffverbindungen beim Kohlenhydratabbau bereits 
mehrfach erértert worden [vgl. H. Ohle’), H. Jost?®), R. Nils- 
son®®%8) A. vy. Euler und R. Nilsson?°)], und schon vor Jahren 
haben L. Iwanoff?), A. v. Lebedew??), H. v. Euler?’) u.a. an 
das Auftreten einer Triosephosphorsiure bei der Girung und Milch- 
siurebildung gedacht. Bisher waren aber niemals einwandfreie 
experimentelle Beweise fiir die Bildung solcher phosphorylierten 
3-Kohlenstoffverbindungen und ihre Rolle beim physiologischen 
Kohlenhydratabbau erbracht worden. 

Eine besondere Bedeutung kommt nach unseren Vorstellungen 
der Brenztraubensiure zu, die hier nicht als Oxydationsprodukt 
der Milchséure, sondern als deren Vorstufe erscheint. Ganz in 
Ubereinstimmung hiermit, d. h. mit der direkten Umwandlung von 
Hexosediphosphat in Brenztraubensiure ohne intermediires Auf- 
treten von Milchsaéure stehen die Ergebnisse von E.M.Case*) und 
die neueren Ergebnisse von O.Meyerhof und D. Me. Eachern®), 
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die auf Zusatz von Hexosephosphat ebenso wie auf Zusatz von Gly. 
kogen bzw. Stiirke zu Muskelgewebe und Muskelextrakt eine starke 
Brenztraubenséurebildung beobachteten, wahrend Lactatzusatz 
unter den gleichen Bedingungen nur zu einer geringfiigigen Ver. 
mehrung der Brenztraubensiure fiihrte. Die Umwandlung der Brenz- 
traubensaiure in Milchsiure wird nicht nur durch die bereits er. 
wahnten Versuche an der isoliert durchstr6mten Leber?®) bestitigt, 
sondern auch durch Versuche mit zerschnittener Muskulatur, in 
der A. Utewski®) das Verschwinden von Brenztraubensaure bei 
gleichzeitig vermehrter Milchsiurebildung, auch unter anaeroben 
Bedingungen, beobachtete. Den umgekehrten Vorgang, die Bildung 
von Brenztraubenséure aus zugesetztem Lactat im Muskelbrei, 
fand bekanntlich A. Hahn?’), dessen Untersuchungen iiber die 
Brenztraubensaurebildung im Muskel z. B. aus zugesetztem 
Hexosemono-8) und Hexosediphosphat*®* **) unter anaeroben Be- 
dingungen ebenfalls in vieler Hinsicht mit unsern Ergebnissen in 
Kinklang zu bringen sind. 

Vollig fehlt in unserem Abbauschema das Methylglyoxal, 
in dem C. Neuberg ein wichtiges Intermediarprodukt bei der Hefe- 
girung® °°) und bei der glykolytischen Milchsaiurebildung im Tier- 
kérper*!) sieht. Die Stellung dieser Substanz als Vorstufe der Milch- 
siure soll an anderer Stelle, in der nachstehend mitgeteilten Arbeit 
von G. Embden und H. Jost, naher erértert werden. Andere 
Beobachtungen von C. Neuberg**) und seinen Mitarbeitern 
stimmen dagegen ausgezeichnet mit den von uns entwickelten 
Vorstellungen iiberein, so z. B. da bei der Hefegiérung unter be- 
stimmten Bedingungen aéquimolekulare Mengen von Brenztrauben- 
siure und Glycerin entstehen kénnen, und daB Zusatz von Glycerin 
bei der Spaltung von Brenztraubensiure durch Hefecarboxylase 
neben Kohlendioxyd Athylalkohol an Stelle von Acetaldehyd 
entstehen lat. 

Sicherlich wird aber der von uns fiir die Glykolyse an- 
genommene Weg nicht ohne Einschrinkung fir die alkoholische 
Hefegirung Geltung haben kénnen, und vielleicht erkliren sich 
aus der Ubertragung von Beobachtungen bei der Hefegirung auf 
die glykolytische Milchséurebildung im Muskel z. T. die Gegensatz- 
lichkeiten, die zwischen der Anschauung R. Nilssons® ©” 8) tiber 
den Kohlenhydratabbau und unseren Vorstellungen vorerst noch 
bestehen. Wenn wir die von Nilsson vertretene und im wesent- 
lichen aus Hefegaérungsversuchen erschlossene, aber keineswegs 
bewiesene Auffassung, daB die Bildung von Phosphoglycerinsaure 
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einen Seitenweg der Glykolyse darstellt, im Augenblick noch nicht 
restlos widerlegen kénnen — auf diesen ganzen Fragenkomplex soll 
erst spiter in anderem Zusammenhang eingegangen werden —, so 
erscheint es doch jetzt schon ganz unwabhrscheinlich, daB auf diesem 
,,seitenwege der Glykolyse die Umwandlung von Hexosediphos- 
phorsiiure, der wir im Gegensatz zu Nilsson eine besondere Be- 
deutung beim Kohlenhydratabbau in der Muskulatur zuerkennen, 
im Muskelbrei so rasch und vollstindig vor sich geht. 

Fanden wir doch in Versuch 3 unserer voranstehenden Arbeit?) (a. a. O. 
8. 24) von den 10g in Form von Hexosediphosphat zugesetzter organischer 
Phosphorsiéure keine anorganische Phosphorsiure, sondern trotz Vernach- 
lissigung des 3,8 g organischer Phosphorséure betragenden Verlustes noch 
4.0 g organische Phosphorséure als Phosphoglycerinsiure wieder. Da nach 
unseren Vorstellungen nur die Halfte des zugesetzten Hexosediphosphates 
bei Anwesenheit von Fluorid in Phosphoglycerinsiure, die andere Halfte in 
Glycerinphosphorséure dismutiert wird — falls nicht andere Wasserstoff- 
acceptoren fiir die Oxydation der Glycerinphosphorséure zur Verfiigung 
stehen —, sind 80°/, der theoretisch méglichen Menge isoliert worden. AuBerdem 
waren in der Mutterlauge der letzten Krystallisation immer noch 2,2 g organische 
Phosphorséure mehr als in dem entsprechenden Kontrollansatz vorhanden, 
wahrscheinlich im wesentlichen als Glycerinphosphorsaéure. Dieser Befund 
ist mit Nilssons Vorstellungen einfach unvereinbar, da er einen Abbau iiber 
Hexosemonophosphorsaure annimmt, die in eine nicht phosphorylierte 3-Kohlen- 
stoffverbindung von der Zusammensetzung C,H,O,, iiber deren Natur Nilsson 
keine Aussagen macht, zerfallen soll, und in Glycerinaldehydphosphorsaure, 
von der nach Nilssons Vorstellungen zwei Molekiile sich zu Hexosediphosphor- 
siure kondensieren, die nach Abspaltung einer Phosphorséure als Hexose- 
monophosphorséure wieder in den Abbau einbezogen wiirde. 


Aber auch die rasche und vollstandige Dephosphorylierung 
der Phosphoglycerinséure und die Hydrierung der dabei ent- 
standenen Brenztraubenséure unter Einbeziehung der Glycerin- 
phosphorséure in den MilchséurebildungsprozeB finden in dem 
Nilssonschen Abbauschema keinen Raum. SchlieBlich sprechen 
auch die Versuche der nachfolgenden Arbeit iiber den Chemismus 
der Glykolysehemmung, die bei der Fluoridvergiftung lediglich auf 
dem Unvermégen der fluoridvergifteten Muskulatur beruht, 
Phosphoglycerinsiure zu dephosphorylieren, (vgl. G.Embden und 
H. J. Deuticke, 8. 50), sehr dafiir, daB die Phosphoglycerinsiure 
auf einem der Hauptabbauwege des Kohlenhydrates in der Mus- 
kulatur intermediar gebildet wird. So glauben wir, daB die wenigen 
Versuche, die Nilsson bisher an Trockenmuskulatur ausfiihrte, 
und die von ihm angefiihrten alteren Versuche O. Meyerhofs3) 
tiber die ,,halftige’‘ Teilung des Zuckers trotz seiner wichtigen 
Feststellungen tiber den Kohlenhydratumsatz bei der Hefe- 
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girung vorerst nicht ausreichen, die von uns vertretene und 
experimentell belegte Anschauung tiber den Kohlenhydratabbay 
in der Muskulatur, soweit er unter Phosphorylierung erfolgt, 
zu widerlegen. 


Zusammenfassung. 


Die unter Mitbeteiligung von Phosphorylierungsvorgingen in 
der Muskulatur stattfindende glykolytische Muilchsdurebildung 
stellt sich nach den voranstehend mitgeteilten Ergebnissen als 
eine Reihe folgender Einzelphasen dar: 


1. Phase: Synthese von Hexosediphosphorsiure aus Poly- 
saccharid und Phosphorsiure bzw. aus 1 Molekiil Hexose und 
2 Molekiilen Phosphorsiure oder aus 1 Molekii] Hexosemonophos- 
phorsiure und 1 Molekiil Phosphorsaure. 

2. Phase: Zerfall des Hexosediphosphorsiuremolekiils — in 
2 Molekiile Triosephosphorséure (vgl. Forme] II, 8. 35). 


3. Phase: Dismutation von 2 Molekilen Triosephosphorsiiure 
in 1 Molekiil Phosphoglycerinséure und 1 Molekiil Glycerinphosphor- 
siure (vgl. Formel III, 8. 36). 


4. Phase: Spaltung der Phosphoglycerinsiure in Phosphor- 
siure und Brenztraubensiure (vgl. Formel I, 8. 34). 


5. Phase: Reduktive Umwandlung der Brenztraubensiure in 
Milchséure durch Dehydrierung des zweiten Dismutationsproduktes, 
der Glycerinphosphorsaure, zu Triosephosphorsaure (vgl. Formel IV, 
S. 36). An der Triosephosphorsiure wiederholen sich die in der 
3.—5. Phase geschilderten Vorgiinge, bis daB simtliche Hexose- 
diphosphorsiure in Milchsiure umgesetzt ist. 
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Uber die Einwirkung von Fluorid und Bromessigsauré 
auf die Intermediarvorginge bei der Glykolyse 
in der Muskulatur. 


Von 


G. Embden und H. J. Deuticke. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1934.) 


In der voranstehend mitgeteilten Untersuchung!) ist ein 
Abbauweg des Kohlenhydrates in der Muskulatur beschrieben 
worden, der bisher unbekannt war und auf dem Kohlenhydrat iiber 
Hexosediphosphat, Triosephosphorsiure und zwei Dismutations- 
produkte der Triosephosphorséure, nimlich Phosphoglycerinsaure 
und Glycerinphosphorséure, in Milchsiure umgewandelt wird. 
Ausgangspunkt dieser Untersuchung bildete die Auffindung einer 
optisch aktiven Phosphoglycerinsiure*) in einem Muskelbrei, der 
mit ,,synthesebegiinstigenden**) [onen wie Lactat, Oxalat und 
Fluorid, d.h. solechen Salzen, die anorganisches Phosphat zum 
Verschwinden zu bringen vermdégen, langere Zeit exponiert worden 
war. Aus der einheitlichen Wirkung dieser drei verschiedenen 
Salze schlossen wir, daB hier einer der Hauptabbauwege des Kohlen- 
hydrates in der Muskulatur aufgedeckt war, daB die drei Salze einen 
weiteren Kohlenhydratabbau verhindern und somit die Phospho- 
glycerinsiure ein physiologisches Intermediarprodukt bei der 
Glykolyse im Muskel darstellt. 

Zu den Wirkungen des ,,synthesebegiinstigenden‘‘ Fluorids und 
Oxalates gehért bei Verwendung geeigneter Salzkonzentrationen 
die Hemmung der Milchséurebildung im Muskel* 5). Das gleiche 
ist bekanntlich von EK. Lundsgaard®) auch fiir die Halogenessig- 
siure festgestellt worden, unter deren Kinwirkung E. Lundsgaard 
zudem eine Vermehrung von Hexosemono- und Hexosediphosphat 


*) Wir bezeichnen hier diese Ionen noch als ,,synthesebegiinstigend“, 
obgleich es vielleicht besser ist, entsprechend den bereits friiher von 
H. v. Euler*) und O. Meyerhof*) im Anschlu8 an ihre Versuchsergebnisse 
geauBerten Vorstellungen von ,,glykolysehemmenden“ Ionen zu sprechen. 





i 
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im Muskel auf Kosten anderer organischer Phosphorsiureverbin- 
dungen nachweisen konnte, freilich ohne daB anorganisches Phos- 
phat in der Bilanz in merklichem Umfang zu verschwinden brauchte. 
Hierin unterscheiden sich die Halogenessigsiuren in-gewisser Hin- 
sicht von den _ ,,synthesebegiinstigenden’’ Ionen wie Fluorid, 
Oxalat, Lactat u. a. nach der friiher von uns gegebenen Deutung, 
nach der wir lediglich das Verschwinden von anorganischem Phos- 
phat als Kritertum wahlten. Aber die Hemmung der Milchsiure- 
bildung ist den Halogenessigséuren mit dem Fluorid und Oxalat 
cemeinsam, und wir fragten uns, ob die Stérungen im fermentativen 
Kohlenhydratabbau bei der Halogenessigsiurevergiftung andere 
seien als bei der Fluoridvergiftung. 


Methodik. 


Die Versuche wurden im wesentlichen in der voranstehend beschriebenen 
Weise!) angestellt (vgl. G. Embden und H. J. Deuticke, S. 35). Auch 
hier kamen Kaninchen, die mit Adrenalin vorbehandelt waren, zur Ver- 
wendung. Die mit Muskelbrei beschickten Ansatze wurden, abgesehen von 
den Kontrollen, wahrend einer Vorperiode von 30 Minuten mit bromessig- 
saurem Na oder NaF bei Zimmertemperatur (17—21°) unter mehrmaligem 
Umschiitteln exponiert. Hierbei waren 25 g Muskelbrei in 50 ccm m/66,7- 
bromessigsaurem Na oder in 50 ccm m/33-NaF-Lésung unter gleichzeitigem 
Zusatz von 3°/, Na bic. suspendiert. Nach dieser Vorperiode, wahrend der 
die Muskulatur also vergiftet wurde, erfolgten erst die Zusitze von Inter- 
mediarprodukten des Kohlenhydratstoffwechsels, und zwar so, daB das Gesamt- 
volumen in sémtlichen Ansaitzen wahrend der sich anschlieBenden Haupt- 
exposition von 90 Minuten Dauer bei 39° in allen Ansatzen das gleiche war. 
Die Unterbrechung der Versuche und ihre weitere Aufarbeitung entsprach 
vollig den in der voranstehenden Arbeit gegebenen Vorschriften. 


Versuchsergebnisse. 
Aus Versuch 1 ist der Einflu&8 der Bromessigsaure- 
vergiftung auf den Abbau von Hexosediphosphat, Phospho- 
glycerinséure und Glycerinphosphorsiéure ersichtlich. 


Die Vorexposition mit Bromessigsiure fiihrte zu keiner Veranderung 
des Milchséuregehaltes und nur zu einer geringfiigigen Vermehrung der an- 
organischen Phosphorsaure (vgl. A, mit A,). Die Muskulatur dieses Tieres war 
auRerdem durch die Adrenalinvorbehandlung so weitgehend an Kohlenhydrat 
verarmt, daB auch die zur Kontrolle vorgenommene halbstiindige Exposition 
unvergifteter Muskulatur in Na bic. den Milchséure- und Phosphorsaure- 
gehalt praktisch unverandert lieB (vgl. A, mit A,). Dabei war das Milchsiure- 
bildungsvermégen an sich nach der halbstiindigen Exposition mit Na-bic. 
in der Muskulatur noch ausgezeichnet erhalten (vgl. A; mit A,), so daB das 
Ausbleiben der Milchsaéurebildung in der bromessigsiure- bzw. bei den spiateren 
Versuchen in der fluoridvergifteten Muskulatur nicht durch die Vorexposition 
an sich (Zeit und Temperatur) bedingt war. 


4* 
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Wahrend der Hauptexposition nahm im Kontrollansatz B, die an- 
organische Phosphorséiure nur um 19 mg zu, der Milchséuregehalt blieb un- 
beeinfluBt (vgl. B, mit A,). Nach Zusatz von Hexosediphosphat (B,) stieg 
dagegen die anorganische Phosphorsdure auf 179 mg an, d. h. unter Beriick- 
sichtigung der in A, gegeniiber A, gefundenen Phosphorsiurevermehrung 
um 5 mg waren 25 mg anorganische Phosphorsdure neu gebildet oder 10°/, 
der zugesetzten Hexosediphosphorsiure dephosphoryliert worden. Aus der 
Hydrolysenkurve dieses Ansatzes (vgl. Fig. 1), die in der von K. Lohmann’) 
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Figs 1. 

Hydrolysenkurve I (—-———-): Muskulatur mit Bromessigsiure 30 Minuten exponiert und 
nach der Schenckfaillung mit Hexosediphosphat versetzt (Kontrollansatz). 
Hydrolysenkurve II (— —— —): Muskulatur mit Bromessigsiure 30 Minuten und nach Zusatz 
von Hexosediphosphat weitere 90 Minuten exponiert, dann nach Schenck gefallt. 
Gesamte lésliche H,PO, in °/, der Muskulatur. . . . 1,79%p. 


beschriebenen Weise aufgenommen wurde, ist aber ersichtlich, daB hier, 
im Gegensatz zum Verhalten des Hexosediphosphates unter 
Fluorideinwirkung, keine Spur eines schwer hydrolysierbaren 
Esters aus dem Hexosediphosphat entstanden war*), daf die brom- 
essigsiurevergiftete Muskulatur, falls sie iiberhaupt auf das Hexosediphosphat 
einwirkte, einen leichter hydrolysierbaren Phosphorsaureester entstehen lieB. 

Die folgenden beiden Ansatze B, und B, zeigen, daB bromessigsaure- 
vergiftete Muskulatur sich gegeniiber Phosphoglycerinsiure wie normale 
Muskulatur verhalt: Die Dephosphorylierung erfolgt zu 100°/), und von der 
theoretisch méglichen Brenztraubenséuremenge (236 mg) werden 184 mg = 
78°/, wiedergefunden. Die zugesetzte Glycerinphosphorsiure wird von der 
bromessigsdurevergifteten Muskulatur nur zu 5°/,, d. h. in etwas geringerem 


*) Auch Hexosemonophosphat (Lactacidogen), das nach E. Lunds- 
gaards*®) Untersuchungen etwa 25°/, des in halogenessigsdurevergifteter 
Muskulatur gebildeten Hexosephosphorsiureesters ausmacht, ist demnach 
aus Hexosediphosphat unter diesen Bedingungen nicht entstanden. 
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Umfang als von normaler Muskulatur dephosphoryliert, wihrend der Milch- 
siuregehalt mit einer Vermehrung in B, um 4 mg und in B, um 2 mg gegeniiber 
B, praktisch unverdandert bleibt. 

Bei gleichzeitigem Zusatz von Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsaure (B,) wird wie in den Versuchen mit normaler Muskulatur etwas 
mehr anorganische Phosphorséure abgespalten als der Summe der in den 
Ansatzen B, und B, gefundenen Phosphorséurezunahme entspricht. Aber 
diese Vermehrung der Phosphorséureabspaltung, die nach unserer friiheren 
Deutung der Einbeziehung von Glycerinphosphorsiéure in den Milchsaure- 
bildungsprozeB entspricht, ist bei der bromessigsiurevergifteten Muskulatur 
sehr viel geringer als bei normaler Muskulatur. Denn bei der Annahme einer 
100°/,igen Phosphoglycerinséurespaltung auch in diesem Ansatz sind nur 
7°/) der Glycerinphosphorsaure, d. h. 2°/, mehr als im Ansatz B, (Glycerin- 
phosphorsaure allein), dephosphoryliert worden. Dem entspricht auch, daf 
die Brenztraubensaure in B, gegeniiber B, nur um 9 mg vermindert, die Milch- 
siure unter Beriicksichtigung der geringfiigigen Zunahme in B, und B, nur 
um 15 mg vermehrt gefunden wird. Die Umwandlung der Brenztrauben- 
saure in Milchséure ist demnach ebenso wie die Umwandlung der 
Hexosediphosphorsaure in Phosphoglycerinséure und Glycerin- 
phosphorsaure durch Bromessigsiure weitgehend behindert (vg. 
die entsprechenden Versuche der voranstehenden Arbeit von G. Embden 
und H. J. Deuticke!), S. 29). 

Der Ansatz B, schlieBlich zeigt, daB Glykogenzusatz zu bromessigsaure- 
vergifteter Muskulatur zwar auf die Milchsiurebildung ohne EinfluB ist, aber 
zu einem erheblichen Verschwinden anorganischer Phosphorsaéure fiihrt, dai 
also zugesetztes Polysaccharid von bromessigsdurevergifteter Muskulatur zur 
Phosphorylierung anscheinend verwendet werden kann. 


Fluoridvergiftete Muskulatur verhalt sich im Gegensatz 
zur Halogenessigsiurevergiftung gegeniiber zugesetzter Hexose- 


diphosphorsiure, Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsaure 
vollkommen anders, wie Versuch 2 zeigt. 

Hier betrigt im Ansatz mit Phosphoglycerinsaiure allein (B,) die Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorsiiure gegeniiber dem dazugehérigen 
Kontrollversuch A, nur 2 mg, d.h. die Dephosphorylierung der Phospho- 
glycerinsdure ist durch den Fluoridzusatz véllig behindert. Auch erfahrt die 
Phosphoglycerinséure durch die Exposition mit fluoridvergifteter Muskulatur 
anscheinend keinerlei Veraénderung, wie aus den Hydrolysekurven III und IV 
der Fig. 2 hervorgeht. Glycerinphosphorsiure wird von fluoridvergifteter 
Muskulatur ahnlich wie von bromessigsiurevergifteter Muskulatur in etwas 
geringerem Umfange als von normaler Muskulatur, nimlich ebenfalls nur zu 
5°/,, gespalten (vgl. die Ansaitze A, und B,). Bei gleichzeitigem Zusatz von 
Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure (B;) bleibt die in un- 
vergifteter Muskulatur stets beobachtete Vermehrung von anorganischer 
Phosphorsiure gegeniiber der Summe der in B, und B, festgestellten Zunahme 
aus, die Phosphorsiurezunahme ist in diesem Versuch im Ansatz B, sogar 
etwas geringer als der Summe im Ansatz B, und B, entspricht. Demnach 
wird durch das Fluorid die Einbeziehung der Glycerinphosphorséure in den 
MilchsaurebildungsprozeB verhindert, eben deswegen, weil die zu hydrierende 
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Brenztraubenséure tiberhaupt nicht aus Phosphoglycerinséure gebildet wird. 
Eine Bestaétigung hierfiir bringen die unverdinderten Milchsiurewerte der 







































































Ansitze B,—B,. 
Versuch 2. 
a | (Protokoll-Nr. DB 5. 8. II. 1933.) 
. Im ganzen Ansatz sind enthalten Zu Beginn Nach 30’ Exposition 
“a in mg des Versuchs mit NaF bei 21° 
“a Anorg. H,PO,......... 123 128 
I 
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A-Reihe: Muskulatur 30’ mit NaF bei 21° exponiert, dann mit Wasser ver- 
setzt und 90’ bei 39° exponiert, nach Schenck gefillt und nach- 
triiglich mit den angegebenen Zusiitzen beschickt. 

B-Reihe: Muskulatur 30’ mit NaF bei 21° exponiert, dann mit den an- 
gegebenen Zusiitzen versehen und 90’ bei 39° exponiert, nach 
Schenck gefillt und mit Wasser versetzt. 


Bei Hexosediphosphatzusatz (B,) findet sich in diesem Versuch noch 
eine Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure gegeniiber dem Kontroll- 
ansatz A, um 56 mg und eine Vermehrung der Milchsiure um 35 mg. Die 
charakteristische Umwandlung der leicht spaltbaren Hexosediphosphorsaure 
in einen schwer hydrolysierbaren Ester, die bei bromessigsdurevergifteter 
Muskulatur véllig ausblieb, kommt aber in den Hydrolysekurven I und II 
der Fig. 2 geniigend zum Ausdruck. 

DaB die Hemmung der Milchséiurebildung nach Fluorid- 
einwirkung lediglich durch das Unvermédgen dieser Muskulatur 
bedingt ist, Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensiure um- 
zuwandeln, ist aus Versuch 8 ersichtlich, in dem auSer Phospho- 
elycerinséure und Glycerinphosphorsiiure auch Brenztraubensiure 


der fluoridvergifteten Muskulatur zugesetzt wurde. 
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Fig. 2. 
Hydrolysenkurve I ( -): Muskulatur mit NaF 30 Minuten bei 20° und 90 Minuten bei 
39° exponiert und nach der Schenckfaillung mit Hexosediphosphat versetzt (Kontrollansatz). 
Hydrolysenkurve II (— — — —): Muskulatur mit NaF 30 Minuten bei 20° und nach Zusatz 
von Hexosediphosphat weitere 90 Minuten bei 39° exponiert, dann nach Schenck gefallt. 
Hydrolysenkurve III (—-—-—-): Muskulatur mit NaF 30 Minuten bei 20° und 90 Minuten 
bei 39° exponiert und nach der Schenckfaillung mit Phosphoglycerinséure versetzt (Kon- 
trollansatz). 
Hydrolysenkurve IV (—-:-—--—-+): Muskulatur mit NaF 30 Minuten bei 20° und nach Zusatz 
von Phosphoglycerinsiure weitere 90 Minuten bei 39° exponiert, dann nach Schenck gefallt. 


Gesamte lésliche H,PO, in der Hexosediphosphatzusatzversuchen ytd | in °/, der 
Gesamte lésliche H,PO, in den Phosphoglycerinsiurezusatzversuchen . 1,68 § Muskulatur 


Versuch 3. 
(Protokoll-Nr. DL 9. 8. III. 1933). 
Simtliche Ansiitze wurden 30’ bei 18° mit NaF exponiert, dann mit 
den angegebenen Zusiitzen beschickt, weitere 90’ bei 39° exponiert und gefillt. 
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Die Fluoridvergiftung war in diesem Versuch nicht so vollstandig 
gelungen wie in Versuch 2; denn von der zugesetzten Phosphoglycerinsaure 
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(Ansatz 2) wurden noch 9,7°/, dephosphoryliert und ein Teil der dabei ent- 
standenen Brenztraubenséure ohne Zusatz des Donators Glycerinphosphor- 
siure zu Milchséure hydriert. Auch im Ansatz mit Glycerinphosphorséure 
allein (Ansatz 3) findet sich neben der iiblichen Phosphorséurevermehrung 
— §,3°/, der zugesetzten Glycerinphosphorsiure wurden gespalten — eine 
Milchsaurezunahme von 11 mg, und im Ansatz 5 iibertrifft bei gleichzeitigem 
Zusatz von Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsaure die Milchsaure- 
bildung mit 27 mg die Summe der in den Ansatzen 2 und 3 beobachteten 
Milchsaurezunahme noch um 7 mg, ein Verhalten, das in weitaus stirkerem 
Umfang die normale Muskulatur regelmaBig zeigt (vgl. die Versuche der 
voranstehenden Arbeit von G. Embden und H. J. Deuticke’), S. 29). 
Aber aus den Milchséiure- und Brenztraubensiurewerten der Ansatze 4 
und 6 (Brenztraubensdurezusatz-Versuche) ist ersichtlich, da8 die normaler- 
weise aus Phosphoglycerinsdure entstehende Brenztraubenséure von fluorid- 
vergifteter Muskulatur ausgezeichnet zu Milchsaiure hydriert wird, voraus- 
gesetzt, daB der geeignete Wasserstoffdonator Glycerinphosphorsaure zugegen 
ist. Schon im Ansatz 4 sind ohne Donatorzusatz 15 mg Milchsaure neu gebildet 
und nur 73°/, der zugesetzten Brenztraubensiure wiedergefunden worden; 
im Ansatz 6 dagegen finden sich bei gleichzeitigem Glycerinphosphorsaure- 
zusatz insgesamt 168 mg Milchsdure, 114 mg sind gegeniiber Ansatz 1 neu 



































Versuch 4. 
(Protokoll-Nr. DB 8. 22. II. 1933). 
Zu Versuchsbeginn sind im Anorg. H;,PO,.... . 128 mg 
ganzen Ansatz enthalten |Milchsiure....... 79 mg 
: Im ganzen Muskelbrei, versetzt mit 
Exposition . . Ansatz Bromessig- | NaF 
des Muskelbreis sind enthalten | Na-bic. siure und 
in mg und Na-bic. | Na-bic. 
30’ bei 18° Anorg. H,PO,.| 140 134 | 134 
7 Milchsiure . . 80 Ce = 
30’ bei 18°, nach Wasser- | Anorg. H,PO,. 156 152 _ 146 
, ; 0 
same We oo” =item. .| 82 | 7a 76 
30’ bei 18°, nach Zusatz | Anorg.H,PO,.] 402 | 393 | 162 
von Phosphoglycerin- | wijchsiure . . 97 83 79 
siure (250 mg org. 
H,PO,) 90’ bei 39° Brenztrauben- | 
siure 155 167 | — 
30° bei 18°, nach Zusatz ‘ r | 
von Glycerinphosphor- | A2°rg- HsPO,.} 180 165 153 
siure (250 mg org. Ichait ~~ 92 73 | 79 
H,PO,) 90’ bei 39° Milchsiure d 
30’ bei 18°, nach Zusatz | Anorg. H,PQ,. 459 404 168 
von Phosphoglycerin- a 
siiureund Glycerinphos- Milchsiiure . . 160 110 | 88 
phorsiure 90’ bei 39° | Brenztrauben- 
siure d | 
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entstanden, und von der zugesetzten Brenztraubensaure sind nur noch 77mg = 
38°/, der zugesetzten Menge nachweisbar. Das Ergebnis dieses Versuches 
zeigt also, daB die oxydoreduktive Umwandlung der Brenztrauben. 
siurein Milchsaure, die, wie Versuch] ergab, durch die Halogen. 
essigsdurevergiftung behindert wird, durch Fluorid unbeeinfluBt 
bleibt. 


Kine Bestatigung dieses verschiedenen Angriffspunktes von 
F'luorid und Bromessigséure bringt Versuch 4, in dem vom gleichen 
Muskelbrei eine Reihe von Ansiitzen nur mit Na-bic. (unvergiftete 
Muskulatur), andere mit Bromessigsiure und Bicarbonat und dic 
restlichen mit Fluorid und Bicarbonat wihrend 80 Minuten bei 18° 
aufbewahrt und anschlieBend mit Phosphoglycerinsaéure und Gly- 
cerinphosphorsaéure versetzt wurden. 


Wahrend der Vorexposition nimmt die anorganische Phosphorsiure in 
jedem der 3 Ansiatze zu, in der normalen Muskulatur mit 12 mg starker als 
in dem mit Bromessigsiure und Fluorid vergifteten Muskelbrei. Die Milch. 
sdure erfahrt in den beiden letztgenannten Ansatzen eine geringfiigige Ver- 
minderung, im Ansatz mit unvergifteter Muskulatur bleibt sie mit 80 mg 
gegentiber dem Ausgangswert von 79 mg unverandert. 

In der zweiten Gruppe, den Kontrollansitzen, die ohne Phospho- 
glycerinsaure- oder Glycerinphosphorséurezusatz wahrend 90 Minuten bei 39° 
aufbewahrt wurden, ist der Milchsiuregehalt praktisch unverandert geblieben, 
ein Hinweis darauf, daB die Kohlenhydratreserven dieses Tieres durch die 
Adrenalinvorbehandlung weitgehend erschépft waren. Die anorganische 
Phosphorsaure ist dagegen im Ansatz mit unvergifteter Muskulatur um 16 mg, 
in den beiden iibrigen um 18 und um 12 mg angestiegen. 

Von zugesetzter Phosphoglycerinsiure vermag die normale und die 
bromessigsiurevergiftete Muskulatur 98°/, und 96°/,, die fluoridvergiftete 
Muskulatur dagegen nur 6°/, zu dephosphorylieren. Entsprechend kommt es 
auch nur in den Ansétzen mit normaler und bromessigsaurevergifteter Mus- 
kulatur zu einer Brenztraubensaurebildung, die mit 155 und 167 mg 70 und 77°/, 
der bei Zugrundelegung der gefundenen Phosphorsaureabspaltung theoretisch 
méglichen Menge betrigt. Dem niedrigeren Brenztraubensiurewert im Ansatz 
mit normaler Muskulatur entspricht hier auch ein héherer Milchsauregehalt, 
namlich 97 mg sind gegeniiber 83 mg in dem Ansatz mit bromessigsaure- 
vergifteter Muskulatur gefunden, und in der fluoridvergifteten Muskulatur 
ist der Milchsiuregehalt mit 79 mg am niedrigsten. 

Aus der zugesetzten Glycerinphosphorsaure bildet wieder die normale 
Muskulatur am starksten anorganische Phosphorsiéure, nimlich 24 mg = 10°/), 
in ahnlicher GréBenordnung wie in den Versuchen der voranstehenden Arbeit, 
wahrend in den beiden entsprechenden Ansitzen mit vergifteter Muskulatur 
nur 5 und 3°/, abgespalten werden. Dabei ist die Milchsiurebildung im Ansatz 
mit bromessigsiurevergifteter Muskulatur am geringsten, in der normalen 
Muskulatur mit einer Zunahme um 11 mg am stirksten. 

Der gleichzeitige Zusatz von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphor- 
saure fiihrt ebenfalls zu einer Bestatigung der in der voranstehenden Arbeit 
und in den voranstehenden Versuchen dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse. 
Im Ansatz mit normaler Muskulatur ist die Phosphorséiurezunahme mit 303 mg 
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wieder gréBer als der Summe in den Zusatzversuchen mit Phosphoglycerin- 
siure (246 mg) und Glycerinphosphorsaure (24 mg) allein entspricht; 33 mg 
sind zusatzlich gebildet, so daB bei Anrechnung dieser Phosphorsiurevermehrung 
auf reine Glycerinphosphorsaurespaltung diese zu 23°/, im kombinierten 
Zusatzversuch gespalten ist. Im entsprechenden Ansatz mit bromessigsaure- 
vergifteter Muskulatur entspricht die Phosphorsiurezunahme (252 mg) der 
Summe der in den LEinzelzusatzversuchen beobachteten Phosphorsaure- 
vermehrung (254 mg), hier ist also Glycerinphosphorsiure nicht vermehrt 
gespalten, und nach Fluoridvergiftung ist die Zunahme im Ansatz mit Phos- 
phoglycerinséure und Glycerinphosphorséure mit 22 mg wieder sehr gering 
und ebenfalls gleich der Summe der in den Einzelzusatzversuchen beobachteten 
Phosphorséurevermehrung (23 mg). Die Hydrierung von Brenztraubensiure 
zu Milchsaéure ist in diesem Versuch der bromessigsiurevergifteten Muskulatur 
noch in einem gewissen Umfang méglich gewesen, wahrscheinlich deswegen, 
weil die verwandte Bromessigséurekonzentration nicht zur ,,v6lligen Vergiftung“‘ 
ausreichte; die verschwundene Brenztraubensdure (28 mg) entspricht dabei 
der neu entstandenen Milchséure (27 mg). Aber in ungleich stairkerem Aus- 
maBe vermag die normale unvergiftete Muskulatur diese reduktive Um- 
wandlung der Brenztraubenséure durchzufiihren; denn in diesem Ansatz 
betragt die Zunahme der Milchsaure 63 mg, sie ist wie in den entsprechenden 
Versuchen der voranstehenden Arbeit gré8er als der verschwundenen Brenz- 
traubenséuremenge entspricht, und die in den MilchsdurebildungsprozeB ein- 
bezogene Glycerinphosphorséure — erschlossen aus der vermehrten Phosphor- 
siurebildung — deckt in der Bilanz voéllig diese Mehrbildung von Milchsaure. 


So zeigt auch dieser Versuch den verschiedenen Mechanismus 
der Glykolysehemmung, die nach Fluorid- und Halogenessigsaure- 
einwirkung in der Muskulatur beobachtet wird. Fluorid hemmt so 
spezifisch die Dephosphorylierung der Phosphoglycerinséure, daB 
das Uberspringen dieses Intermediirstadiums durch Zusatz der 
dephosphorylierten Phosphoglycerinsiure, der Brenztraubensiure, 
die Milchsiurebildung in Gegenwart des Wasserstoffdonators 
Glycerinphosphorsiure ungehindert vonstatten gehen laBt. In 
dieser Feststellung méchten wir einen weiteren Beweis dafiir sehen, 
da8 Phosphoglycerinsiure ein normales Intermediaérprodukt des 
Kohlenhydratstoffwechsels im Muskel ist. Denn da Fluorid die 
Glykolyse hemmt, und da sémtliche Intermediarvorginge beim 
Abbau des Kohlenhydrates zu Milchsaéure wie die Phosphorylierung 
des Kohlenhydrates, die Umwandlung der Hexosediphosphorsaure 
iiber Triosephosphorsiure in Phosphoglycerinséure und Glycerin- 
phosphorsiure und die Hydrierung der Brenztraubensiure zu 
Milchsaure in der fluoridvergifteten Muskulatur ungehindert erfolgen, 
waihrend allein die Dephosphorylierung der Phosphoglycerinsaéure 
behindert ist, so méchten wir glauben, da8 Fluorid an dieser Stelle in 
den physiologischen Abbauvorgang eingreift. Kine andere Deutung 
dieser Befunde miiBte zumindest experimentell belegt werden. 
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Demgegeniiber handelt es sich bei der Glykolysehemmung 
durch Bromessigséiurevergiftung um etwas prinzipiell anderes. Hier 
sind anscheinend die bei der Milchséurebildung notwendigen Oxydo- 
reduktionsvorginge erschwert oder unmdglich gemacht. Weder 
wird Brenztraubensaure hydriert noch Glycermphosphorsiure dehy- 
driert und in den MilchsiurebildungsprozeB einbezogen, obgleich 
die Dephosphorylierung der Phosphoglycerinsiure ungehindert von- 
statten geht, die Bedingungen fiir eine Milchséurebildung in dieser 
Hinsicht also so giinstige sind wie in unvergifteter Muskulatur. 

Ferner vermag die halogenessigsiurevergiftete Muskulatur 
Hexosediphosphat nicht mehr in Phosphoglycerinséure und Glyce- 
rinphosphorséure umzusetzen, d.h. auch dieser oxydoreduktive 
Vorgang ist erschwert. Das zeigen einmal die Hydrolysekurven 
(vgl. Fig. 1, §. 53), des weiteren bewiesen es uns erfolglose Be- 
miihungen, aus bromessigséurevergifteter Muskulatur Phospho- 
glycerinsiure zu isolieren. Unter den gleichen Bedingungen, unter 
denen fluoridvergiftete Muskulatur mit Leichtigkeit zugesetztes 
Polysaccharid oder auch Hexosediphosphat in Phosphoglycerin- 
siure umwandelt, kommt es in bromessigsdurevergifteter Muskulatur 
in Ubereinstimmung mit den friiheren Befunden von E. Lunds- 
gaard®) zu einer starken Anhiufung von Hexosedi- und Hexose- 
monophosphorsiaure. 

Diese Hemmung bestimmter*) Oxydoreduktionen nach Halogen- 
essigsiurevergiftung, die H. W. Dudley?®) bereits friiher fiir die 
oxydoreduktive Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsaure 
wahrscheinlich gemacht hatte, lieB es uns als aussichtsreich er- 
scheinen, in bromessigsiurevergifteter Muskulatur nach Triose- 
phosphorsiure zu fahnden; denn der von uns als Teilreaktion der 
glykolytischen Milchséurebildung im Muskel angenommene Zerfall 
der Hexosediphosphorséure in 2 Molekiile Triosephosphorsaure ist 
gleichfalls ein oxydoreduktiver Vorgang. Wir vermuteten, da in 
bromessigsdurevergifteter Muskulatur bei nicht zu starker Ver- 
siftung Triosephosphorsaéure noch z. T'. entstehen, aber nicht mehr 
in Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsiure dismutiert 
werden kann, sondern unverandert liegen bleibt. 

In diesen Versuchen, die nicht im einzelnen beschrieben werden 
sollen, fiihrte die direkte Behandlung der von Eiwei8 befreiten 


*) DaB nicht simtliche Oxydationen im _ halogenessigsiurevergifteten 
Muskel unméglich geworden sind, zeigt sein gesteigerter Sauerstoffverbrauch 
pei der Tatigkeit [J. Ch. Wright*)] und die gesteigerte Arbeitsfahigkeit des 
halogenessigsdurevergifteten Muskels in Sauerstoff [E. Lundsgaard®)] und 
bei gleichzeitigem Lactatzusatz [C. A. Mawscn’)]. 
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Extrakte aus bromessigsdéurevergifteter und mit Hexosediphosphat 
exponierter Muskulatur mit verschieden substituierten Pheny)- 
hydrazinen bei Zimmertemperatur rasch zur Bildung schwer lds- 
licher Niederschlige, die auBer dem Hydrazon der Brenztrauben- 
siure beachtliche Mengen organischer Phosphorsiure enthielten, 
was in den notwendigen Kontrollversuchen niemals der Fall war. 
Freilich konnten wir nicht mehr die einwandfreie Isolierung und 
Identifizierung eines substituierten Phenylhydrazons der ver- 
muteten Triosephosphorsiure durchfiihren, eine Aufgabe, die wir 
im Frihjahr 1933 noch gemeinsam mit Th. Ickes in Angriff 
genommen hatten, aber wir glauben, da wir die intermediar auf- 
tretende Triosephosphorséure bereits im Februar 1933 in Handen 
hatten*). 
Zusammenfassung. 


In einer vergleichenden Untersuchung iiber die Ursache der 
Glykolysehemmung in der bromessigsiurevergifteten und fluorid- 
vergifteten Muskulatur zeigt sich folgendes: 

1. Fluoridvergiftete Muskulatur vermag zugesetztes 
Hexosediphosphat in Phosphoglycerinséiure umzuwandeln, dagegen 
nicht mehr Phosphoglycerinséure in Phosphorsiure und Brenz- 
traubenséure zu spalten. Auch Glycerinphosphorsiure wird von 
fluoridvergifteter Muskulatur in geringerem Umfange als von 
normaler Muskulatur dephosphoryliert. Wird aber die unangreif- 
bare Phosphoglycerinsiure durch Brenztraubensiure ersetzt, so 
erfolgt in Gegenwart des Wasserstoffdonators Glycerinphosphor- 
siure ungehindert die Hydrierung der Brenztraubensiure zu 
Milchséure unter oxydativer Einbeziehung von Glycerinphosphor- 
siure in den MilchsdéurebildungsprozeB. 

2. Bromessigséurevergiftete Muskulatur vermag dem- 
gegenitiber Hexosediphosphat nicht mehr in einen schwer hydro- 
lysierbaren Ester umzuwandeln. Sie zerlegt jedoch ungehindert 
Phosphoglycerinséiure in Brenztraubensiéure und Phosphorsiure, 
aber die oxydoreduktive Umwandlung der Brenztraubensiure in 
Milchsiure bleibt trotz Anwesenheit des geeigneten Wasserstoff- 
donators Glycerinphosphorsaure aus. Demnach diirfte die Glyko- 





*) Der endgiiltigen Aufklarung auch dieses Teilvorganges in dem von uns 
entwickelten Abbauschema wurden wir durch O. Meyerhofs'!) und seiner 
Mitarbeiter Untersuchungen, die im unmittelbaren Anschlu8 an unsere vor- 
laufige Mitteilung wahrend meines Aufenthaltes in The Svedbergs Labo- 
ratorium durchgefiihrt wurden und die in jeder Hinsicht eine Bestatigung 
unserer Ergebnisse brachten, enthoben. H. J. D. 
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lysehemmung in der bromessigsdurevergifteten Muskulatur auf der 
Behinderung der fiir die Glykolyse notwendigen oxydoreduktiven 
Umsetzungen, naémlich der Umwandlung von Hexosediphosphat 
in Phosphoglycermséure und Glycerinphosphorséiure und der 
reduktiven Umwandlung der Brenztraubenséure in Milchsiuye, 


beruhen. 
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Die Isolierung der Glycerinphosphorsaure 
aus fluoridvergifteter Muskulatur. 


Von 


Gustay Embden und Theodor Ickes. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1934.) 


In den vorangehenden Arbeiten ist der Abbauweg beschrieben 
worden, auf dem Kohlenhydrate im quergestreiften Muskel iiber 
Hexosediphosphorséure, Triosephosphorséure und deren phos- 
phorylierte Dismutationsprodukte in Milchséure umgewandelt 
werden. 

Ausgangspunkt dieser neuen Erkenntnisse bildete die Isolierung 
der Phosphoglycerinsiure aus Muskelbreiansétzen, in denen der 
slykolytische Kohlenhydratabbau durch Lactat-, Oxalat- oder 
Fluoridionen gehemmt war. Durch diese Anionen wird die Milch- 
siurebildung in jenem Stadium unterbunden, in dem die inter- 
mediir gebildete Phosphoglycerinsiure dephosphoryliert werden 
sollte: es wird zwar noch die Hexosediphosphorsiure in 2 Molekiile 
Triosephosphorséiure gespalten und auch deren Dismutation zu 
Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure erfolgt unge- 
hemmt, aber die reduktive Bildung der Milchséiure aus Brenz- 
traubensiure, die normalerweise erst durch Dephosphorylierung der 
Phosphoglycerinséure entsteht, ist nicht mehr méglich. Daher muB 
die Vergiftung von glykolysierenden Muskelbreiansitzen mit 
Natriumfluorid zur Anhéiufung von Phosphoglycerinsiure und 
zugleich von Glycerinphosphorsaure fihren, da ja auch der Abbau 
der letzteren durch die Dismutation mit der Brenztraubensaure 
eingeleitet. wird. 

Diese Zusammenhinge sind durch die voranstehend mit- 
veteilten Untersuchungen klar erkannt worden, jedoch stand die 
Isolierung der Glycerinphosphorsiure, die sich unter den genannten 
Bedingungen zusammen mit der Phosphoglycerinsiure anhaufen 
inuB8, zunaéchst noch aus. 
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In der vorliegenden Arbeit seien daher unsere weiteren Ver- ) 
suche, die zur Isolierung der Glycerinphosphorsiure*) fiihrten, k 
kurz geschildert. . 
Methodik. al 


Unsere Versuchsanordnung war zuniachst die gleiche, die in 
den friiheren Versuchen bei der Isolierung der Phosphoglycerin- 
siure angewandt wurde (vgl. 5.16 u. 17). 

Die Skelettmuskulatur von frisch geschlachteten Kaninchen wurde mit 


groBter Beschleunigung durch eine mit Eis gekihlte Fleischhackmaschine 
getrieben und in einer ebenfalls eisgekiihlten Schale aufgefangen. 1 kg dieses Tr 


Muskelbreis wurde in ein GefaB gebracht, das in 5 Liter Wasser 5 g Natrium- () 
fluorid und 120g Natriumbicarbonat enthielt. Das Ganze wurde einige Ike 
Minuten lang mit einem Riithrwerk kraftig durchgemengt. r 

Nach einigen Minuten wurden 70—100 ccm einer Lésung von hexose- si 
diphosphorsaurem Natrium zugesetzt, die fiir 1 kg Muskulatur 7,5 g organische v¢ 
Phosphorsaure enthielt. Die Exposition haben wir bei der Temperatur des I] 
flieBenden Wassers, die im Durchschnitt etwa 11° betrug, durchgefiihrt und ve 
auf 4'/, Stunden ausgedehnt. Nach dieser Zeit wurde unter vorsichtigem 12 
Umrihren 1 Liter 50°/,ige Trichloressigsaurelésung zugesetzt. Das am anderen . 


Morgen abgetrennte stark kongosaure Filtrat wurde unter standigem Riihren 
mit soviel frisch umkrystallisiertem Bariumhydroxyd versetzt, bis bei deutlich un 
alkalischer Reaktion ein dichter weiBer Niederschlag auftrat, der im va 
wesentlichen die anorganische Phosphorsiure enthielt. Die abgetrennte klare wr 
Fliissigkeit wurde dann wieder mit 50°/,iger Trichloressigsiure bis zu neu- | 
traler Reaktion versetzt und im Vakuum der Wasserstrahlpumpe bei 40° 





eingeengt. Dies erfolgte in 5 Portionen von je 1 Liter, die auf jeweils 75 ccm al 
konzentriert wurden. Sobald die Fliissigkeit etwa auf die Halfte eingeengt Al 
war, begann die Abscheidung einer weifen Substanz, die bei weiterer Ein- Ba 
engung rasch zunahm. Diese Niederschlige wurden aus den einzelnen Di 
Portionen abzentrifugiert und zur Isolierung von Phosphoglycerinsaure 

verwendet (vgl. Embden, Deuticke und Kraft?), S. 12). sch 





Aus der von diesen Niederschligen abzentrifugierten Mutter- 


lauge gewannen wir die Glycerinphosphorsiure. Die aus den ver- rs 
schiedenen Portionen gesammelte Flissigkeit, deren Gesamtmenge | *” 
250—800 cem betrug, war goldgelb gefirbt und reagierte schwach J ~“ 
sauer gegen Lackmus; sie wurde zunachst mit heiB gesattigter | 

Barytlésung bis zur eben erkennbaren alkalischen Reaktion ver- = 
setzt. Dabei entstand eine geringe Ausfillung, die abfiltriert a4 


wurde. Alsdann setzten wir zu dem klaren Filtrat ohne vorherige 





*) Zur gleichen Zeit, als der eine von uns (G.E.) iiber die Isolierung § fall 
der Glycerinphosphorsaure in einem Vortrage in Berlin-Dahlem am 17. Mam — 
1933 berichten konnte, teilten Meyerhof und Kiessling in einer vorlaufigen 
Veréffentlichung!) ebenfalls mit, da ihnen die Isolierung der Glycerin: F 2¢n 
phosphorsaure gelungen sei. | wu 








Ver- 
rten, 


e in 
erin- 


e mit 
chine 
lieses 
rium- 
einige 


»XOse- 
1ische 
r des 
t und 
tigem 
deren 
iihren 
utlich 
r im 
klare 
| neu- 
ei 40° 
5 ecm 
reengt 
r Kin- 
zelnen 
asaure 


itter- 
| ver: 
renge 
wacli 
tigter 
_ ver: 
triert 
1erige 


ierung 
. Marz 
ufigen 
ycerin- 








Isolierung der Glycerinphosphorsiure aus fluoridvergifteter Muskulatur. 65 


Entfernung des Bariums soviel gesittigte Bleizuckerlésung in 
kleinen Portionen hinzu, bis sich der dabei auftretende reichliche 
Niederschlag nicht weiter vermehrte. Das Ausgefillte wurde 
auf emer Nutsche scharf abgesaugt, gut mit Wasser ‘gewaschen, 
dann in wenig Wasser aufgenommen und durch Schwefelwasserstoff 
vom Blei befreit. Die Zersetzungsfliissigkeit wurde nach Ent- 
fernung des Bleisulfids und des iiberschiissigen Schwefelwasser- 
stoffs mit heiB gesattigter Barytlésung neutralisiert und im Vakuum 
bei etwa 40°C eingeengt. Dabei schied sich das Bariumsalz der 
Inosinsiiure aus, das als solches durch die Krystallform und die 
Orcinreaktion erkannt wurde. Nach Filtration wurde die Fliissig- 
keit schheBlich in einem Vakuumexsicecator iiber konzentrierter 
Schwefelsiure bis auf 10 cem eingeengt, wobei sich weitere Mengen 
von inosinsaurem Barium abschieden. Die nochmals filtrierte klare 
Fliissigkeit wurde dann vorsichtig mit etwa 40 cem Athylalkohol 
versetzt, wobei eine rein weiBe amorphe Substanz ausfiel. Nach 
j2stiindigem Stehen im Eisschrank wurde dieselbe auf einer kleinen 
Nutsche abgesaugt, mit wenig absolutem Methylalkohol gewaschen 
und im Exsiccator wber konzentrierter Schwefelsiure im Hoch- 
vakuum tber Nacht getrocknet. Die Rohausbeute der so ge- 
wonnenen Substanz betrug etwa 1,5 g pro kg Muskulatur. 

Das rein weiBe Praiparat war sehr leicht wasserldslich, konnte 
aber durch Erhitzen seiner waBrigen Losung wieder leicht zur 
Abscheidung gebracht werden, eine Erscheinung, die fiir das 
Bariumsalz der «-Glycerinphosphorséiure charakteristisch ist*). 
Die Substanz zeigte noch geringe Reduktion gegeniiber Fehling- 
scher Lésung und eine minimale Orcinreaktion auf Pentose. Sie 
enthielt also offenbar eine Verunreinigung, die wohl in der Haupt- 
sache aus Inosinsiure bestand. Um diese zu beseitigen, haben 
wir fir die letzten Phasen der Darstellung bei den spiteren Ver- 
suchen ein etwas anderes Verfahren angewandt. 

Bei dieser neueren Arbeitsweise wurde die Inosinsiure aus 
dem mit Schwefelwasserstoff zersetzten und mit Natronlauge 
neutralisierten Filtrat der Bleizuckerfaéllung durch Ausfallung als 
Silbersalz entfernt. Wir haben soviel einer 25°/,igen Lésung von 
trichloressigsaurem Silber zugesetzt, bis bei einer Probeentnahme, 
deren Niederschlag abzentrifugiert worden war, eine weitere Aus- 


. lillung nicht mehr eintrat. Nunmehr konnte der gesamte Silber- 


niederschlag, der eine duBerst starke Orcinreaktion zeigte, ab- 
zentrifugiert werden. Zu der zuriickbleibenden klaren Fliissigkeit 
Wurde wiederum gesittigte Bleizuckerlésung zugesetzt, bis sich 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXX. 5 
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der Niederschlag nicht mehr vermehrte. Die aus der Zersetzung 
dieses Bleiniederschlages durch Schwefelwasserstoff gewonnene 
Fliissigkeit wurde nach Entfernung des Bleisulfids und des iiber- 
schiissigen Schwefelwasserstoffs dann bis zur neutralen Reaktion 
mit hei®gesittigter Barytlésung versetzt und nach Einengung 
im Vakuum mit der 4fachen Menge absoluten Alkohols vermischt. , 
Dabei schied sich ein rein weifes Bariumsalz aus, dessen Menge 
nach Abtrennung und Trocknung etwa 1,45 g pro kg Muskulatur 
betrug. Das so gewonnene Rohprodukt wurde in der Regel noch 
2—3mal durch Auflésen in wenigen Kubikzentimetern Wasser 
(10 cem pro g Substanz) und Ausfallen mit der mehrfachen Menge 
absoluten Alkohols gereinigt. Die erste Auflésung zeigte meist 
eine geringfiigige Triibung, die leicht durch Filtration durch ein 
kleines Blaubandfilter zu beseitigen war. Die Trocknung des 
Praparates wurde in der schon beschriebenen Weise vorgenommen. 
Das gewonnene Bariumsalz war amorph, zeigte aber unter den 
Polarisationsmikroskop eine deutliche Doppelbrechung. 

3ei den meisten auf diesem Weg gewonnenen Priparaten, dic 
siimtlich die fiir die «-Glycerinphosphorsiure charakteristisclie 
HKigenschaft der Ausfallbarkeit aus der waéBrigen Losung durch | 
Erhitzen zeigten, war jedoch eine, wenn auch nur geringfiigige 
Reduktion gegeniiber Fehlingscher Lésung vorhanden. <Aucll | 
die Oreinreaktion war mitunter eben noch angedeutet. | 

Bei einem Teil der Versuche haben wir daher die Art der | 
Darstellung dahin weiter abgeiindert, da das Priaparat nocli | 
iiber das Brucinsalz gereinigt wurde. } 

Die nach Abtrennung des inosinsauren Silbers erhaltene 
Fliissigkeit wurde auch bei diesen Versuchen mit Bleizucker aus- 
cefallt und der dabei erhaltene Niederschlag wie vorher zersetzt. 
Die Zersetzungsfliissigkeit wurde jedoch nicht wie in friiheren Ver- 
suchen mit Barytlauge, sondern mit heiSer methylalkoholischer 
Brucinlésung neutralisiert. Dabei kam es nach wenigen Minuten > 
zur Abscheidung eines schon krystallisierenden Salzes. Im Ganzen 
wurden fiir die Mutterlauge des Filtrats von 1 kg Muskulatur etwa 
9 g Brucin verbraucht. Im Hisschrank vermehrte sich der krystalli- 
nische Niederschlag des Brucinsalzes, das am andern Tage aul 
einer Nutsche abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewasche 
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und im Hochvakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet >: 


wurde. Die Ausbeute betrug etwa 5g pro kg Muskulatur, jedoch | 
wurden bei weiterer Einengung der Muiterlauge nachtriiglich nocl: 
weitere 2g Brucinsalz gewonnen. Zur Abtrennung des Brucins 
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, lw urden die Krystalle in heiBem Methylalkohol gelést, die Lésung 
. Scant ein Schwarzbandfilter filtriert und mit einer 4°/, igen Lésung 
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von Bariumacetat in 80°/jigem Methylalkohol solange versetzt, 


bis sich der dabei auftretende weiBe Niederschlag nicht 
' weiter vermehrte. Das Bariumsalz konnte sofort auf einer kleinen 
Nutsche abgesaugt werden; es wurde zunachst mit 80°/,igem, 
dann mit absolutem Methylalkohol bis zur Brucinfreiheit gewaschen 


und im Vakuum itber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. 


Die Ausbeute betrug bei dieser letzten Arbeitsweise etwa 1 ¢ 
- Bariumsalz pro kg Muskulatur. Auch das so gewonnene Priparat 


liaben wir, wie vorher beschrieben, durch mehrmaliges Auflésen 


-in Wasser und Ausfallen mit Alkohol gereinigt. Es zeigte dieselben 
_kigenschaften wie die auf einfachere Weise erhaltenen Praparate 
und hatte auch noch geringe Verunreinigungen, die eine eben 


erkennbare Reduktion Fehlingscher Lésung und eine minimale 
Orcinreaktion bedingten. 


Analytische Belege. 
I. Barium-und Phosphorbestimmungen. Versuch 2 (15. II. 1933) 


_und Versuch 4 (3. IV. 1933). Von den vereinigten Praparaten, die unmittelbar 
als Bariumsalz, also ohne Reinigung iiber das Brucinsalz, dargestellt und 
_ 3mal umgefallt worden waren, wurden 0,1218 g iiber Phosphorpentoxyd bei 


der Temperatur des siedenden Wassers im Hochvakuum getrocknet. Nach 
3 Stunden war das Gewicht der Substanz konstant, sie hatte dabei 1°/, ihres 
Gewichtes verloren und war leicht gelb gefarbt. 


0,1186 g Subst.: 0,0920 g BaSO,. — Bei der P-Bestimmung ergab !/,; 
des Filtrats nach Veraschung 0,0706 g Strychnin-Phosphomolybdat-Nieder- 
schlag, 

C;H,O,PBa Ber. Ba 44,70 P 10,08 
Gef. ., 45,65 », 10,01 


Versuch 7 (8. V. 1933). 0,1140 g eines Praparates, das iiber das Brucin- 
salz dargestellt und ‘ 3mal umgefallt worden war, wurden in der gleichen Weise 
wie vorher bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0,1076 g Subst.: 0,0822 g BaSO,. — 1/,, des Filtrats ergab nach Ver- 
aschung 0,0630 g Strychnin-Phosphomolybdat-Niederschlag. 
Ber. Ba 44,70 P 10,08 
Gef. ., 44,95 » 9,84 


Versuch 8 (27. V. 1933). 0,0976 g eines im Exsiccator iiber H,SO, 
getrockneten Bariumsalzes, das iiber das Brucinsalz dargestellt und 3mal 
umgefallt worden war, wurde zur Gewichtskonstanz gebracht. 


0,0868 g Subst.: 0,0672 g BaSO,. — 1/,; des Filtrats ergab nach Ver- 


aschung 0,0516 g Strychnin-Phosphomolybdat-Niederschlag. 


Ber. Ba 44,70 P 10,08 
Gef. ,, 45,56 » 9,99 












68  Embden u. Ickes, Isolierung der Glycerinphosphorsaure usw. 


II. Glycerinbestimmungen. Gleichzeitig wurden bei den meisten 
Praparaten auch noch Glycerinbestimmungen nach dem von Zeisel und 
Fanto fir die Bestimmung von Methoxylgruppen angegebenen Verfahren 
unter Beriicksichtigung der von Tangl und Weiser‘) fiir die Glycerin- 
bestimmung angegebenen Einzelheiten durchgefiihrt. 

Etwa 0,1 g der bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz wurde 
in das Uberfiihrungskélbchen gebracht und in 5 cem Wasser gelést. Die Vor- 
lage enthielt 50 cem alkoholische Silbernitratlésung. Die Zeit fiir jede Uber- 
fiihrung betrug 3 Stunden. Durch eine Nachbestimmung wurde jedesma| 
festgestellt, ob die Uberfiihrung beendet war. 

Die gefundenen Glycerinmengen betrugen indessen bei allen untersuchten 
Praparaten durchschnittlich nur etwa 92°/, der theoretischen Menge. Auch 
nach 48stiindiger Hydrolyse mit 5°/, Schwefelsiure war die Ausbeute bei 
der Glycerinbestimmung nicht besser. Wie entsprechende Analysen mit 
Merckscher synthetischer Glycerinphosphorsiure zeigten, lassen sich diese 
Verluste bei der angewandten Methodik nicht vermeiden. 

Als Beispiel fiir die Glycerinbestimmungen sei nur die Analyse des 
Praparates aus Versuch 8 angefiihrt: 


0,0980 g Subst.: 0,0691 g AgJ. 
Ber. Glycerin 29,95 Gef. Glycerin 27,6 


Zusammenfassung. 

In vorliegender Arbeit werden Versuche mitgeteilt, in denen 
es gelang, aus fluoridvergiftetem Kaninchenmuskelbrei, dem 
Hexosediphosphorsiure zugesetzt war, ein leicht wasserldsliches, 
mit Alkohol ausfiallbares Bariumsalz zu isolieren, das auf Grund 
der Barium-, Phosphor- und Glycerinanalysen als das sekundiire 
Bariumsalz der Glycerinphosphorsiiure erkannt wurde. 
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Uber die Zwischenstufen der Glykolyse 
in der quergestreiften Muskulatur. 


Von 


G. Embden nnd H. Jost. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1934.) 


Auf Grund friherer Untersuchungen iiber die Milchsaurebildung 
im ‘lierk6rper!*) wurde angenommen, da beim Abbau des Hexose- 
molekiils als erstes Intermedidrprodukt optisch aktiver Glycerin- 
aldehyd gebildet wird, der dann durch eine innere Dismutation 
zwischen der primiéren Alkoholgruppe und der Aldehydgruppe 
unter dauernder Wahrung der asymmetrischen Natur des mittleren 
(-Atoms*) direkt in Milchsiure umgewandelt werden sollte. Diese 
Auffassung konnte auch noch aufrechterhalten werden, nachdem 
die Bedeutung der Hexosephosphorséureester als Vorstufen der 
/uckerspaltung erkannt war, denn viele Beobachtungen sprachen 
dafiir, daB die Aufspaltung der C,-Kette erst nach vorheriger 
Dephosphorylhierung erfolgt. 

Da im Tierkorper aus den Kohlenhydraten und den Kohlen- 
liydratphosphorséureestern nur optisch aktive, rechtsdrehende 
Milchséure**) entsteht, diirfen als Intermediarstufen der Glykolyse 
auch nur solche Substanzen in Betracht gezogen werden, aus denen 
im Zusatzversuch diese ,,natiirliche’’ Form der Milchsiure gebildet 
wird. Nun werden ja mehrere Substanzen der C,-Stufe im Tier- 
korper in Milchséure umgewandelt, Substanzen, die zum Teil auch 


*) Am mittleren C-Atom hatte dabei eine Waldensche Umlagerung 
eintreten miissen, da der von der Glucose abzuleitende Glycerinaldehyd zur 
d-Reihe, die natiirliche Milchséure aber zur ]-Reihe gehort. 

**) Bei der Bezeichnung der verschiedenen optisch aktiven Formen 
der Milchsiure haben wir auf die Anwendung der von Freudenberg ein- 
gefiihrten Nomenklatur, um Irrtiimer zu vermeiden, verzichtet und die beiden 
Formen entsprechend ihrer optischen Aktivitét einfach als rechtsdrehende 
(-+)-Milchséure bzw. als linksdrehende (—)-Milchsiure bezeichnet; auch bei 
den umgekehrt drehenden Zinksalzen der Milchséure wurde die Bezeichnung 
immer nach der Drehungsrichtung der freien Saéure gewahlt. 
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unter rein chemischen Bedingungen leicht einer derartigen Uin- 
lagerung unterliegen. Die experimentelle Priifung aber, ob uni 
zu welchem Anteil daraus im Tierkérper die natiirliche Form der 
Milchsiure entsteht, bietet mancherlei Schwierigkeiten.  Dicso 
sind schon dadurch bedingt, da8 aus den im tierischen Versuchis- 
material von vornherein vorhandenen Kohlenhydraten immer 
rechtsdrehende Milchsaure gebildet wird, und bei den in Betraclit 
sezogenen Zwischenstufen handelt es sich weiterhin um Substanzen, 
von denen wir, wie beim Methylglyoxal, mehrere Formen annehmen 
miissen, oder um optisch aktive Stoffe, die wie Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure nur als Racempraparate verfiigbar sind. 

So konnten auch die fritheren Untersuchungen HKmbdens 
und seiner Schiiler aus den Jahren 1912/14 nur mit synthetischem 
d,l-Glycerinaldehyd ausgefiihrt werden, und daher sprach die Tat- 
sache, daf daraus in der isolierten Leber!) wie im lackfarbenen 
Blut?) anscheinend ein Gemisch von (-++)- und (—)-Milchsiiure 
entsteht, nicht gegen die fritihere Embdensche Auffassung. 

Die weitere Entdeckung, daB in Durchblutungsversuchen ar: 
der isolierten Leber aus d,]-Glycerinaldehyd d-Sorbose gebildet 
wurde, bestarkte Embden und seine Schiiler nur in der Auffassung, 
daB eine optisch aktive Form des Glycerinaldehyds — wahrschein- 
lich die zur d-Reihe gehorige Form — ein zwangsliufiges Zwischen- 
glied im intermediéren Zuckeraufbau und -abbau wire’). 

Erst durch die Versuche von Embden und Metz?) aus dein 
Jahre 1932 wurde diese Ansicht endgiiltig widerlegt. Denn bei der 
Glykolyse im lackfarbenen Blut wurde aus der reinen reclits- 
drehenden d-Form des Glycerinaldehyds — wie wtbrigens auc: 
aus der |-Form — ausschlieBlich linksdrehende Milchsaéure gebildet. 
Damit war es wberhaupt unwahrscheinlich geworden, daB der 
Glycerinaldehyd im tierischen Stoffwechsel als Zwischenprodukt 
auftritt. 

Schon unmittelbar nach diesen Versuchen, also vor der I[sv- 
lierung der Phosphoglycerinsiure durch Embden, Deuticke und 
Kraft (vgl. S. 12) wandte sich unser Interesse der Glycerin- 
aldehydphosphorséure zu, die gerade damals durch die Arbeiten 
von H. O. L. Fischer und Baer®) praparativ zuginglich geworden 
war. In friiheren, bereits mehrere Jahre zuriickliegenden Unter- 
suchungen von Jost®) war ja schon nachgewiesen worden, dali 
bei der Glykolyse des Blutes unter vollig anaeroben Bedingungen 
Glycerinsiurediphosphorsiure entsteht, und als obligate Vorstule 
dieses Esters wurde auch damals schon die Glycerinaldehyd- 
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phosphorséure angesehen, dic als primiires Produkt bei der Spaltung 
der Hexoseester des Blutes gebildet werden sollte. 

Doch muBte die damals ebenfalls schon erérterte Dismutation*) 
der Glycerinaldehydphosphorsiure, die bei der Glykolyse des 
Blutes zu Diphosphoglycerinséure und Glycerinphosphorséure 
fiihren sollte, noch als ein Seitenweg des Zuckerabbaus im Tier- 
kérper angesehen werden. 

Immerhin war der hier angenommene Weg schon ein ganz 
ilnlicher wie ihn jetzt Embden und seine Schiiler fiir die Glykolyse 
in der Muskulatur erschlossen haben. 

Durch die in den vorangehenden Arbeiten von Iimbden, 
Deuticke und Kraft (vgl. 5.12) und Embden und Deuticke 
(vgl. 5. 29) geschilderten Ergebnisse ist die Auffassung begriindet 
worden, daB bei der Milchséurebildung, soweit sie unter inter- 
medidrem Auftreten von Hexosephosphorsaureestern verliuft, die 
Sprengung der Cy-Kette im Stadium der Hexosediphosphorséure**) 
erfolgt; dabei entstehen zwei Molekiile Triosephosphorsiure, die 
dann wber Mono-Phosphoglycerinsiure, bzw. Glycerinphosphor- 
siiure, in der 8. 85 u. 86 ausfiihrlich geschilderten Weise in Milch- 
siure umgewandelt werden. 

Demgegeniiber vertritt Nilsson’’) die Auffassung, dab die 
iexosediphosphorsaure, die sich bekanntlich im MuskelpreBsaft, in 
Muskelextrakten und in Géaransiitzen unter bestimmten Be- 
dingungen anhiuft, erst sekundér aus Glycerinaldehydphosphor- 
siure gebildet wird, daB aber der normale Kohlenhydratabbau 
primar tber eine Hexosemonophosphorsiure verléuft. Wie weit 
sich Nilsson die sekundire Bildung der Hexosediphosphorsiure und 
ihren Abbau in die normale Glykolyse eingeschaltet denkt, geht 
aus seinen Darlegungen nicht deutlich hervor; jedenfalls nimmt 
er an, daB bei der primaren Spaltung der Hexosemonophosphor- 
siure neben Glycerinaldehydphosphorsiure ein phosphorsaure- 
freier ,,aktiver C,-Kérper‘‘ von der Formel C,H,O03 entsteht. 

*) Wie schon damals hervorgehoben, wird die so gebildete Glycerin- 
phosphorséure mit groBer Wahrscheinlichkeit zur Phosphatidsynthese im 
Blute verwendet. Damit ist vielleicht auf Grund unserer heutigen Kenntnisse 
in Zusammenhang zu bringen, daB das Dehydricrungsprodukt dieses Dis- 
mutationsvorganges, die Monophosphoglycerinsaure, in Diphosphoglycerin- 
siure tibergeht, als welche sie den gréBten Teil des siureléslichen organischen 


Blutphosphors bildet. 
**) Die Frage, ob bei der Glykolyse eine labile, dem Harden-Young- 
ster verwandte Form der Hexosediphosphorsaure auftritt, soll hier nicht 


beriihrt werden. 
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Barrenscheen und Beneschovski’) glauben sogar, daB die 
Dismutation der Glycerinaldehydphosphorsaiure zu Phosphoglyce- 
rinsiiure und Glycerinphosphorsaure einen ,,Stabilisierungsvorgang * 
darstellt, da aber die ‘Triosephosphorsiure bei normaler un- 
gehemmter Glykolyse unter Phosphorsiureabspaltung in Methy]l- 
glyoxal (bzw. Methylglyoxalhydrat) tibergeht. Auch auf Grund 
der Untersuchungen von Bumm und Fehrenbach®) iiber die 
verschiedenen Wege des Zuckerabbaus im tierischen Organismus 
miuBten Triosen oder Methylglyoxal als intermediare Glieder des 
Zuckerabbaus in der weiBen Muskulatur angenommen werden, 
wenn hier wirklich, wie die Autoren aus ihren Versuchsergebnissen 
schlieBen, neben dem Polysaccharidabbau itber phosphorylierte 
Zwischenstufen eine Glucosespaltung ohne intermediare Bildung 
von Phosphorséureestern vorhanden sein sollte. 

Damit ist also wieder von neuem die Frage aufgerollt, ob 
Substanzen von der Bruttoformel der Triosen bei der tierischen 
Glykolyse, insbesondere bei der Milchsiurebildung im Muskel, als 
Zwischenstufen auftreten. In der vorliegenden Arbeit sollte 
daher zunichst geprift werden, ob in der Muskulatur Triose- 
phosphorsiiure sowie die daraus abzuleitenden Dismutations- 
produkte tatsaéchlich in rechtsdrehende Milchsiure umgewandelt 
werden und ferner, ob neben dem in den vorliegenden Arbeiten 
erschlossenen Wee der Milchséurebildung tiber phosphorylierte 
Substanzen vielleicht noch ein anderer iiber Triosen baw. iiber 
Methylglyoxal besteht. 

Besondere Aufmerksamkeit haben wir bei diesen Untersuchungen dem 
Methylglyoxal zugewandt, das nach friiheren Arbeiten Neubergs?®) und 
anderer Autoren!!) — und wie wir uns auch selbst wieder tiberzeugen konnten — 
in der Muskulatur und in anderen Geweben besonders schnell in Milchsaure 
umgewandelt wird. 

Aus Methylglyoxal wurde in den friiheren Versuchen mit tierischen 
Organen (Leber und Muskel) keine reine (+)-Milchsiure gebildet, sondern 
anscheinend stets ein Gemenge von (+)- und (—)-Milchsiure, in dem die 
(—)-Komponente iiberwog. Dieses Ergebnis wurde von Neuberg?!*) damit 
erklart, daB beim Zuckerabbau eine besondere labile Form des Methylglyoxals 
als Intermediarprodukt auftreten sollte, eine Form, die in dem synthetischen 
Praparat vielleicht nur in geringer Menge als Gleichgewichtskomponente 
vorhanden ist. Die Auffassungen Neubergs wurden in neuerer Zeit noch 
dadurch gestiitzt, daB in Versuchen mit Muskel- und Leberextrakten unter 
Zusatz von Hexosediphosphorséure gréBere Mengen Methylglyoxal isoliert 
werden konnten’® !15), 

Auch mit Glycerinaldehyd und Dioxyaceton haben wir nochmals Ver- 
suche durchgefiihrt, um die optische Aktivitat der aus diesen Substanzen 
im Muskelbrei gebildeten Milchsaéure zu priifen. 
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Weitere Versuche wurden unter gleichzeitigem Zusatz von aquivalenten 
Mengen Glycerinaldehydphosphorsaure und Dioxyaceton zum Muskelbrei 
angestellt. Auf Grund der Darlegungen Nilssons erschien es uns namlich 
nicht als ausgeschlossen, daB zwischen Triosephosphorsiure und dem Dioxy- 
aceton eine ahnliche Dismutation eintreten kénnte, wie sie in dem Embden- 
schen Abbauschema zwischen der Glycerinaldehydphosphorsiure und der 
Dioxyacetonphosphorsiure angenommen wird. Wir wollten also durch der- 
artige Kombinationsversuche priifen, ob vielleicht das Dioxyaceton, das in 
der isolierten Leber in rechtsdrehende Milchsiure umgewandelt werden kann!), 
jener aktive C,;H,O,-Kérper ware, der nach Nilsson neben der Glycerin- 
aldehydphosphorséure bei der primaren Spaltung der Hexosemonophosphor- 
siure entstehen soll. 


Versuchsanordnung und Methodisches. 


Fir die Versuche wurden Kaninchen verwendet, die 3—4 Tage vor dem 
Versuch gehungert und eine tagliche Adrenalininjektion von 0,8 mg pro kg 
Gewicht erhalten hatten. Trotz dieser Vorbehandlung enthielt die Muskulatur 
immer noch so viel Glykogen, da8 wahrend der Herstellung des Muskelbreis 
0,2—0,4°/, Milchsiure gebildet wurde, die dann allerdings wahrend der 
|)xposition nur mehr in geringem Mae zunahm. Nach Tétung der Tiere wurde 
die gesamte weiBe Riicken- und Schenkelmuskulatur durch eine eisgekiihlte 
Hackmaschine getrieben. Von dem so gewonnenen Muskelbrei kamen fiir die 
einzelnen Ansaitze 20—100 g zur Verwendung. 

In den von uns ausgefiihrten Versuchen wurden meist 3 Ansatze 
mit der gleichen Menge Muskelbrei beschickt. Der mit A bezeichnete diente 
zur Bestimmung der von vornherein im Muskelbrei vorhandenen Milchsaure 
und anorganischen Phosphorsdéure. In diesem wurde die Muskulatur sofort 
nach Schenck im gleichen Volumen wie die 2 weiteren Ansitze gefallt. In 
diesen letzteren wurde der Muskelbrei in der 3fachen Menge 2°/,iger Bicarbonat- 
léisung, die mit CO, gesittigt war, einer 1—3stiindigen Exposition bei 37° 
unterworfen. Der eine als B, bezeichnete Expositionsansatz war der Leer- 
versuch; er gab Aufschlu8 tiber die ohne Zusatz im Muskelbrei gebildete 
Milchsiure. Der 2. Expositionsansatz (B,), dem mit der Bicarbonatlésung 
cine bestimmte Menge der verschiedenen Substanzen zugesetzt wurde*), 
diente zur Bestimmung und Isolierung der gesamten, nach Exposition mit den 
verschiedenen Substanzen im Muskelbrei vorhandenen Milchséure; er wurde 
zugleich mit dem Ansatz B, nach Ablauf der Expositionszeit mit Salzsaure 
und Sublimat gefallt. 

Alle Ansaétze wurden nach der Schenckfallung iiber Nacht im Eisschrank 
aufbewahrt und erst am anderen Tage filtriert. In aliquoten kleinen Filtrat- 
anteilen bestimmten wir zunachst die Milchsdiure in der am Institut tiblichen 
Methode!*) durch Uberfiihrung in Acetaldehyd und die Phosphorsiure als 
Strychnin-Phosphomolybdat?”). 

Von den verbleibenden Filtratmengen wurde ein méglichst groBer ab- 
gemessener Teil genau neutralisiert, auf cin kleines Volumen im Vakuum ein- 





*) Nur in den Versuchen mit d,l-Glycerinaldehydphosphorséure wurde 
diese in kleineren Portionen wahrend der ersten 20 Minuten der Expositionszeit 
zugesetzt, um eine Anhaufung dieser leicht zerfallenden Substanz zu vermeiden. 
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geengt und nach Zusatz von konzentrierter Phosphorsaure in Lindschen 
Apparaten mit Ather erschépfend extrahiert. Die [xtraktionsdauer betrug 
48—72 Stunden, je nach der Menge der zu extrahierenden Fliissigkeit. Die 
Extrakte enthielten nach Entfernung des Athers in den meisten Fallen nur 
geringe Mengen stérender Stoffe, die durch Neutralisation mit Bleicarbonat 
unter Aufkochen, darauffolgende Filtration und Entfernung des Bleis aus 
den Filtraten mit Schwefelwasserstoff zum gréBten Teil beseitigt werden 
konnten. Nur in den Versuchen mit Brenztraubensiure und Methylglyoxal 
muBte die Milchséure von den letztgenannten Substanzen vor der Neutrali- 
sation mit Bleicarbonat durch eine zweite Atherextraktion des mit Natrium- 
bisulfit versetzten ersten Auszuges abgetrennt werden 

Die so gereinigten in Wasser aufgenommenen Atherextrakte, die nur 
noch geringe Farbstoffbeimengungen enthielten, wurden nach Aufkochen 
mit Zinkcarbonat versetzt, damit noch 1 Stunde auf dem Wasserbade digeriert 
und nach Zugabe von wenig Tierkohle heiB filtriert; der Filterriickstand wurde 
mit kochendem Wasser mehrmals nachgewaschen. Das véllig farblose Filtrat 
haben wir auf dem Wasserbade bis zur Trockne eingedampft, den festen Riick- 
stand mit wenig Alkohol und Ather gewaschen und wieder bei 100° getrocknet. 

Die Lésung der auf diese Weise erhaltenen Lactatrohfraktion wurde 
dann in ein kleines Me8kélbchen filtriert, darin aufgefiillt und einer polari- 
metrischen Untersuchung unter Verwendung eines 4-dm-Rohres mit engem 
Lumen unterworfen; in der gleichen Lésung wurde die gesamte Milchsaure 
nach Uberfiihrung in Acetaldehyd jodometrisch wie an den Schenckfiltraten 
bestimmt. 

Wie sich bei der Untersuchung der B,-Ansitze ergab, enthalt die so 
dargestellte Zinklactat-Rohfraktion keine anderen optisch aktiven Substanzen ; 
denn der polarimetrisch ermittelte Milchséiurewert stimmte in diesen Ansatzen, 
in denen ja nur rechtsdrehende Milchséure vorhanden war, mit dem titrimetrisch 
ermittelten fast genau iiberein. 

Auch in den B,-Ansatzen, denen die auf Milchsaurebildung zu priifenden 
Substanzen zugegeben waren, konnte die optische Natur der gebildeten Milch- 
siure bzw. der jeweilige Anteil an rechts- und linksdrehender Milchsaure 
schon aus den an der Zinklactat-Rohfraktion erhaltenen titrimetrischen und 
polarimetrischen Untersuchungsergebnissen bestimmt werden, da in der rohen 
Zinksalzfraktion auch in diesen Ansitzen keine stérenden Substanzen vor- 
handen waren. Aus dem mit der Polarisationsfliissigkeit wieder vereinigten 
Rest der Lactatlésung wurden alsdann die Zinksalze der optisch aktiven und 
der eventuell vorhandenen racemischen Milchséiure durch fraktionierte Kry- 
stallisation isoliert. 

Bei Anwesenheit gréBerer Mengen von d,l-Lactat haben wir die Lésung 
der Lactat-Rohfraktion zunichst im H,SO,-Exsiccator wieder auf ein kleines 
Volumen ecingeengt, bis der gréBte Teil des inaktiven Lactates auskrystallisicrt 
war und abgetrennt werden konnte. Die Mutterlauge wurde auf dem 
Wasserbad véllig eingetrocknet und der Riickstand mit 95°/,igem Methyl- 
alkohol mehrfach ausgekocht. Vom Ungelésten haben wir alsdann_ sofort 
abzentrifugiert und aus der methylalkoholischen Mutterlauge das optisch 
aktive Lactat durch Krystallisation in Kaltemischung gewonnen. Dic 
Mutterlauge wurde jedesmal wieder zur erneuten Extraktion des Riickstandes 
verwendet; die einzelnen krystallisierten Anteile haben wir dabei im gleichen 
Zentrifugenglas gesammelt. Aus dem nach mehrfacher Extraktion mit Methyl- 
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alkohol iibrigbleibenden Riickstand konnte dann noch eventuell vorhandenes 
d,l-Lactat durch Krystallisation aus wenig Wasser, ebenfalls im Zentrifugen- 
glas erhalten werden*). 

Auf diese Weise gelang es, die Lactate aus der Rohfraktion ohne allzu- 
groBe Verluste in krystallisiertem Zustand zu gewinnen und dadurch die bei 
der Untersuchung der Lactat-Rohfraktion gewonnenen Ergebnisse zu sichern. 
Die krystallisierten Anteile wurden einer Aschenanalyse sowie einer titri- 
metrischen und polarimetrischen Untersuchung des Milchsiuregehaltes unter- 
worfen, wobei sie sich immer als einheitlich erwiesen. 

Da die spezifische Drehung des optisch aktiven Lactates von der Konzen- 
tration abhangig ist, wurde die Konzentration an (-+)- und (—)-Lactat aus 
den abgelesenen Drehungswinkeln an Hand einer Kurve festgestellt, die wir 
hierfiir in besonderen Versuchen durch polarimetrische Untersuchung ver- 
schiedener Ionzentrationen von reinem d-Lactat im 4-dm-Rohr ermittelt 
haben. Das zu diesen Versuchen verwendete Zinksalz der rechtsdrehenden 
Milchsiure war aus Kaninchenmuskulatur in der iiblichen Weise gewonnen 
und mehrfach aus H,O umkrystallisiert. Ks hatte einen Wassergehalt von 
genau 2 H,O und lieferte auch bei der Aschenanalyse den berechneten ZnO- 
Wert. Bei der polarimetrischen Untersuchung im 4-dm-Rohr ergaben sich 
hei den verschiedenen Konzentrationen an wasserfreiem**) Zinklactat folgende 
Drehungswinkel: 


























e=5 | e=2,5 |e = 1,25 | ¢ = 0,625 | c = 0,3125 

oe -~ i501 ~098 | — 052] — 028 | — 015° 

Daraus ber. spez. “ ' ‘ 9° 
Drehung ra}3 °° —— (,90 — 9,3 —- 10,4 —_ 11,2 = 12,0 


Die fiir die spezifische Drehung gefundenen Werte stimmen bei der 
hohen Konzentration mit den von anderen Autoren gefundenen praktisch 
iiberein'§), bei den geringeren Konzentrationen zeigten sich starkere Ab- 
weichungen gegeniiber friiheren Angaben. 


Darstellung der Substanzen. 

Der d,l-Glycerinaldehyd wurde nach den Angaben von Wohl'®) dar- 
sestellt, und unter Verwendung der spater gegebenen Vorschriften?°) zur 
Krystallisation gebracht***). Durch Zugabe von kleinen Mengen Alkohol zu 
der sirupésen Masse der monomolekularen Substanz kann die Krystallisation 
noch weiter beschleunigt werden. Die Darstellung der Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure®), die wir nach den Vorschriften von Fischer und Baer aus- 


*) Nur wenn gréBere Mengen von optisch aktivem Lactat vorhanden 
waren, wurde die Hauptmenge desselben durch Krystallisation aus Wasser ge- 
wonnen. Das angegebene Krystallisationsverfahren haben wir dann auf dio 
wieder eingetrocknete Mutterlauge angewendet. 

**) Aus verschiedenen Griinden erscheint es zweckmabBig, die onzen- 
tration auf wasserfreies Lactat zu beziehen. 

***) Kine weitere Menge krystallisierten Glycerinaldehyds wurde uns 
von Prof. H. 0. L. Fischer giitigst iiberlassen, wofiir wir auch an dieser 
Stelle herzlichst danken. 
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gefithrt haben, geht vom dimolekularen Glycerinaldehyd als Cycloacetal aus; 
diese Form scheint nur in dem krystallisierten Zustand vorzuliegen. Nach 
den ausgezeichneten Vorschriften laBt sich die an sich recht langwierige 
Synthese in den meisten Phasen glatt durchfiihren. Schwierigkeiten bei der 
Krystallisation des Chinolinsalzes der Benzyl-cycloacetal- glycerinaldehy d- 
phosphorséure konnten durch Verwendung von reinstem Chinolin und An- 
wendung von Kaltemischung ttberwunden werden. Die Hydrierung in der 
letzten Phase ging auch mit der 10fachen der vorgeschriebenen Substanz- 
menge in 300 cem Eisessig im 750 com Kolben mit guter Ausbeute vonstatten. 
Auf den urspriinglich verwendeten Glycerinaldehyd berechnet, ist die zum 
SchluB erhaltene Ausbeute an reiner 3-Glycerinaldehydphosphorsaure natiirlich 
sehr gering, was uns davon abhielt, die Fischer-Baersche Synthese mit 
optisch aktivem Glycerinaldehyd durchzufiihren. 

Unsere Praparate lieferten ganz ahnliche Analysenwerte wie die von 
Fischer und Baer erhaltenen. 


Praparat I. 3,1 mg Subst. ergab nach Veraschung: 41,1 mg Strychnin- 
Phosphomolybdatniederschlag. — ‘Titration nach Willstitter-Schudel: 
20 mg verbrauchten 1,92 cem n/10-Jodlésung. — Praparat III. 4,00 mg Subst.: 
52,7 mg Strychnin-Phosphomolybdatniederschlag. 

C;H,O,P +2H,O0 Ber. PO,H; 47,57 
Gef. PO,H, 46,94 (Prap. I), 46,65 (Prap. ITI) 


teduktionswert nach Willstatter-Schudel 98,8°/, 

Krystallisiertes Dioxyaceton wurde uns von der [. G. Farbenindustrie 
liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle 
danken. 

Dioxyacetonphosphorsiure wurde nach den Angaben von Langheld*') 
dargestellt. Das bei genauester Einhaltung der Vorschrift gewonnene Praparat 
lieferte zuerst absolut unbefriedigende Analysenwerte. SchlieBlich erhielten 
wir nach mehrfachem Umfallen und langerem Aufbewahren der Substanz in 
stark schwefelsaurer Lésung ein Bariumsalz, fur das sich folgende Analvsen- 
werte ergaben: 


0,8747 g Subst.: 0,6470 g BaSO,. — 4,78 mg Subst. nach Veraschung: 
41,5 mg Strychnin-Phosphomolybdatniederschlag. 
Ber. Ba 44,98 PO,H, 32,10 
Gef. ,, 43,53 » o0,74. 


Ein weiteres Praparat mit richtigen Analysenwerten wurde fiir uns von 
Prof. H.O.L. Fischer, Basel und Herrn Dr. Baer dargestellt. Beide 
Praparate lieferten im biologischen Versuche gleichartige Ergebnisse, ver- 
hielten sich aber anders als die neuerdings von Kiessling®’) synthetisierte 
Dioxyacetonphosphorsaure, vgl. 8. 87. 

Das Methylglyoxal ist nach den Beobachtungen von Riley, Morley 
und Friend?*) durch Oxydation von Aceton mit Selendioxyd ‘leicht dar- 
zustellen. Wir haben uns dabei nach den Vorschriften von Henze und 
Miller®*) gerichtet. Die linksdrehende Form*‘) der 3-Glycerinaldehydphos- 
phorséure haben wir aus dem synthetischen d,l-Praparat durch Vergarung 
der d-Komponente in einem Ansatz mit Lebedewsaft dargestellt. Die erforder- 
liche Garzeit wurde durch Messung der gebildeten CO, bestimmt; sie betrug 
etwa 30 Minuten. Dann wurde der Ansatz sofort mit Trichloressigsdure gefallt 
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und so schnell wie méglich weiter aufgearbeitet, um gréRere Verluste durch 
die leicht eintretende Dephosphorylierung zu vermeiden. Die Trichloressig- 
siure wurde durch erschépfende Extraktion des Filtrates mit Ather beseitigt 
und das Bariumsalz der Glycerinaldehydphosphorsiure durch Ausfillung 
mit Alkohol aus kleinem Volumen isoliert. Es wurde noch mehrmals in wenig 
Wasser aufgelést und mit Alkohol gefallt. 

Bei der Analyse des Bariumsalzes auf Ba und PO,H, ergab sich aus- 
reichende Ubereinstimmung zwischen den berechneten und gefundenen Werten. 
Nach Entfernung des Bariums verblieb eine Lésung, die auf Grund der 
Phosphorséure-Analyse noch 0,208 g Glycerinaldehydphosphorsiure enthielt. 
Die Ausbeute betrug nur etwa 30°/, der theoretisch zu erwartenden Menge. 

Als Glycerinséurephosphorsiure verwendeten wir Praparate, die in der 
voranstehend geschilderten Weise (vgl. S. 16 u. 17) aus Muskelansitzen ge- 
wonnen wurden. 

Als Glycerinphosphorsiure verwendeten wir das Mercksche Priiparat. 


Versuchsergebnisse. 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Versuche mit d,1-Glycerin- 
aldehydphosphorsiiure, mit Glycerimphosphorsiure und Glycerin- 
siiturephosphorsiure bzw. Brenztraubensiiure, sowie der Versuche 
mit Methylglyoxal und Glycerinaldehyd zusammengestellt. 

Wie schon erwihnt, wurden in den meisten Versuchen 8 An- 
siitze gemacht, und zwar ein A-Ansatz, bei dem die fermentativen 
Vorginge durch sofortige Fallung unterbrochen wurden, und zwei 
weitere mit B, bzw. B, bezeichnete Ansitze, die einer 1—8 stiindigen 
[Exposition bei 87° unterworfen wurden. B, enthielt die auf Milch- 
siiurebildung zu priifende Substanz. 

In den Spalten 6, 7, 8 der Tabelle I sind die an den Filtraten 
fir die Gesamtmenge der einzelnen Ansitze titrimetrisch ermittelten 
Milchsiurewerte in Milligramm angegeben. In Spalte 8 ist unter 
dem Gesamtmilchsiiurewert auch diejenige Milchsiuremenge in 
Miligramm und in Prozent des theoretischen Wertes angegeben, 
die auf den Zusatz der betreffenden Substanzen zuriickgefiihrt 
werden muB. Fir den Leerversuch (B,) sind in den Spalten 10 
bis 12 und fiir den Zusatzversuch (B,) in den Spalten 183—15 
die Ergebnisse wiedergegeben, die bei den polarimetrischen und 
titrimetrischen Milchsiiurebestimmungen an den Lactatrohfrak- 
tionen erhalten wurden. 

In Spalte 16 ist fiir jeden einzelnen Zusatzversuch angegeben, 
wieviel optisch aktives und racemisches Lactat aus der Rohfraktion 
der Zinksalze in krystallisiertem Zustand gewonnen wurde. Die 
Ausbeute an krystallisiertem Lactat ist naturgemaé8 geringer als 
sich aus der Polarisation und der titrimetrischen Bestimmung 
errechnen liBt. Die Verluste belaufen sich in den meisten Fiillen 
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Nr. 
und 


Datum 


22.1. 34 








Zugesetzte Substanz 


1,80 g d,1l-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiure 


1,27 g d,l-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiure 


0,425 g d,l-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiure 


0,208 g 1-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiure 


1,72 g Glycerinphosphorsiiure 
0,88 g Brenztraubensiure 


0,86 g Glycerinphosphorsiiure 
0,93 g Phosphoglycerinsiure 


2,5 g¢ Methylglyoxal 
2,0 g d,l-Glycerinaldehyd 
2,0 g Hexosediphosphorsiiure 


“) der Brenztraubensiiure. 


ti 


++) der Phosphoglycerinsiiure. 





Expositionszeit 
in Min 


60 


120 


120 


120 


150 


150 





a 


or 








x 


| Verwendete Menge Muskelbrei 
in 


—— 
=) 
—) 


100 


50 


100 


100 


100 





Volumen der Schenckfallung 
in ccm 


1000 


1000 


400 


200 


800 


400 


1000 


1000 


500 





In den ganzen 
Ansitzen titrimetris¢ 


ermittelte Milchsiunt{] 





in mg 
Fi — 
A | B, b, 
5 8 
ee | j 
=| $ § £ N 
— 23, @s 
ae ® =, 3 
<5 8 iN v7 ne 
= Roe a 
© a aon 
Pas =| Sos 
r a a 
418 412 ) 1068 
(+656 
68,8 9.) 
273 280-642 
(+ 362 
53,8 °/,) 
182 230) 870 
(+140 
62,2 °/,) 
88 135 
(+47 
42,7 °/,) 
364 460 740 
(+ 280 : 
S11 *),)7 
138 349 
(+211 
46,99) )77 
230 ; 252 
| 252 615 
| (+363 
18,1 %/,) 
129 | 995 
| (+866 
81,8 0 ) 





Zur Itsolierung der Zinksalze 
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300 








160 


600 


3U0 


500 


HOO 
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Isolierung der Zinksalze 


Zur 
> | verwendete Filtratmenge in cem | 
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SOU 


300 


160 


600 


300 


500 


D000 
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10 13 14 15 16 17 18 
S ne N 80 @ 
. . ‘ om O as | a0 
Daraus isolierte Rohfraktion a8 gs a = 
° § ow a 
der Zinklactate aS 2g S5s 
oo oe oe fee 
as S BOS 
B, @S ep <2 op $4 2 
aSsie3a]2.e 
ns rae ay | 5 | Ra ae & fP.. 
Peswite Be fe Sse r/tsevles | sa] we | hes 
BGM Sai + isg,|2 8 848/78 Als eN cm |8& 
Se 8S in 5S Seal 2g See ns = & al & N N _> 
OHS SIDS PSE SSO BLS) ON a ee ao . = QO 
RES OPE LE RIA Ges Oe Bl at 3 & o + 
A gota Sa 8 alg A gStialo gal Te CF 
sBamlag "se" sAatstian SISS’ Ise m Ep @ 
= aN us | R ~~ °c /! aN ° ban Ss 3 2 
So me os = 2. O |e O'S /O 5 rob) mM =| 
SoM |S Oe [SSM* | 23" OR <3 <a [<6 
10 cem Seem | 231(-+)| 742 |750(+)| 288(+)] 936 
— 1,10° — 1,33° | 264 (+)] 368(—)] 90,2 
¢ = 3,06 e = 3,90 | 
8 ecm 8 eem 302 (+)); 454 | 214(4)] 255(+)] 470 
— 1,08° — 1,61° | 400(+)] 107(—)| 64,2 
e = 3,00 e = 5,10 | 
20 eem 20cem 154(+)} 258 |129(+)] 65,5(+)] 155 
— 0,46° — 0,44° | 196 (+)] 74,5(—)] 63,3 
e = 1,09 ¢ = 1,04 | 
10 eem 10 eem 11(+)| 89 | 90(4)] 47(-) 
— 0,35° — 0,07° | 
c= 0,81 c= 0,15 
20 ecm 497 (+)) 518 1665(4+)] 280(+)] 331 
- 1,18 33,8 
e = 3,36 
10 cem 203 (+)) 215 | 250(+)] 211 (4+) 
~- 10° 
10 ecem 10 eem 146(—)| 371 |190(—)P517 (-) 
— 0,61° + 0,77° 320 (++) 
c= 1,50 e= 1,97 
10 eem 64(—)!| 276 60 (—)] 379 (—) 
+- 0,37° 305 (+) 
c = 0,86 
25cem 470(+)| 476 | 580(+)] 866 (+) 
— 0,94° 
C= 2,54 


*) Die Menge des krystallisierten Zinklactats wurde meist nach Trocknen 
bei 100° bestimmt, aber in obiger Tabelle als wasserhaltiges Lactat eingesetzt, 
und zwar +3H,0 bei der rac. Milchsiiure, + 2H,O bei opt.-akt. Milchsiure. 
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»—25°/, und sind im allgemeinen so gleichartig, dab durch 





~~ + Ohherung der krystallisierten Lactate die Richtigkeit der an 


1 


Nr. 
und 


Datum 


25.1. 38 


‘ 
23.10. 33 


8 
23.10. 33 





1) der B, den Versuchen 1, 2, und 8 haben wir dem B,-Ansatz 


v1) der Plinaldehydphosphorsiure zugesetzt. Wie sich aus Spalte 17 


ohfraktion gewonnenen Ergebnisse weitgehend gesichert ist. 
1 Spalte 16 ist dann auf Grund der an der Rohfraktion ge- 
nen HKrgebnisse unter Beriicksichtigung der im B,-Versuch 
eten Milchsiure — d.h. unter Beriicksichtigung derjenigen 
sdure, die ohne Zusatz gebildet wurde — berechnet, wieviel 
ler (—)-Milchsiure aus der zugesetzten Substanz im B,-Ver- 
zebildet wurde. 
‘ies wurde auf folgende Weise bestimmt. 

(Beispiel Versuch 2). 

454 mg Gesamtmilchsiure (Sp. 15) 
— 302 (++)-Milchsaure (Sp. 14) 
== 152 (¥)-Milchsiure — 76 (—)-Milchséure 





~~ Lactat-Roh- 4- 96(4-) . 
hh von B, ist An (+)- f 309 
rhanden 1 76 
= 378 mg 

an (—)- 76 mg 


m gesamten B,-Ansatz war aber 642 mg Gesamtmilchsaure (vgl. Sp. 8) 
Cen; im ganzen B,-Ansatz 280 mg (-+-)-Milchséure (vgl. Sp. 7). 


Jaraus ergibt sich fiir den B,-Ansatz: 


0 =. 378 = 535 mg (+)-Milchséure 
454 | . 
642 7 : . 

1 a’ (6 = 107 mg (—)-Milchsiure 


0 , ; 
us dem zugesetzten d,1-Glycerinaldehyd wurde also gebildet: 
535 (-+-)-Milchsiiure 


0 i aE 
= 255 (+-)- 
9 und 107 (—)- (vgl. Sp. 17) 


Jie in den Robfraktionen bestimmten “Mengen 
rac. Milchséure (152 mg) entsprechen 252 mg Zn-Lactat + 3H,O 
2, (--)-Milchsaiure (302 mg) entsprechen 470 mg Zn-Lactat + 2H,O 
's wurden in krystallisiertem Zustand isoliert: 
rete Bi este (vgl. Sp. 16). 
1 Spalte 18 ist schlieBlich noch in Milligramm und in Prozenten 


2.) 


aben, wieviel anorganische Phosphorsiure aus den zugesetzten 


anzen im B,-Ansatz abgespalten wurde. 
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Uber die Zwischenstufen der Glykolyse in der quergestreiften Muskulatur. §] 


ergibt, wurde in diesen Versuchen teils rechtsdrehende, teils 
linksdrehende Milchsiure gebildet. Das Verhialtnis von (-+)- 
und (—)-Milchsiure in den einzelnen Versuchen ist je nach der 
Expositionsdauer verschieden. In Versuch 1, bei dem. die Ex- 
position auf 3 Stunden ausgedehnt wurde, ergab sich zwar die 
stiirkste Milchsiurebildung aus der zugesetzten Substanz, nimlich 
69,2°/, der theoretisch berechneten Menge (vgl. Spalte 8), aber 
wie aus Spalte 17 hervorgeht, wurde in diesem Versuch mehr 
(—)- als (+)-Milchsaure gebildet. 

In Versuch 2, in dem die Ansitze nur 1 Stde. exponiert wurden, 
errechnet sich dagegen eine Bildung von 255 mg (+)-Milchsaure, 
gegentiber 107 mg (—)-Milchséiure. Die Ausbeute an (-+-)-Milch- 
sdiure war also mehr als doppelt so groB wie die an unnatiirlicher 
Milchsaure. 

Bei 2stiindiger Exposition in Versuch 3 wurde wieder etwas 
mehr linksdrehende Milchsiaure gebildet, nimlich 74,5 mg (—)-Milch- 
siure, gegeniiber 65,6 mg (-++)-Milchsaure. 

In Versuch 4 der Tab. I haben wir dem B,-Ansatz statt 
d,l-Glycerinaldehydphosphorsiure die daraus durch Vergirung der 
d-Komponente dargestellte linksdrehende Form der 3-Glycerin- 
aldehydphosphorséure zugesetzt. Wie aus Spalte 17 hervorgeht, 
wird hieraus ausschlieBlich linksdrehende Milchséure gebildet. 
Demnach ist anzunehmen, daf auch in den Versuchen 1—%8 die 
(—)-Milchséure hauptsichlich aus der ]-Komponente der d,1-Glyce- 
rinaldehydphosphorséure entstanden ist. 

Nach den Erfahrungen von Fischer und Baer zerfillt die 
3-Glycerinaldehydphosphorsaure leicht in Methylglyoxal und an- 
organische Phosphorséiure. Aus dem Ketonaldehyd entsteht aber, 
wie spater gezeigt wird, ausschlieBlich linksdrehende Milchséure, und 
daher ist es von vornherein wahrscheinlich, daB derjenige Teil der 
Triosephosphorséure, der nicht sogleich in die physiologischen 
Umwandlungsreaktionen einbezogen wird, erst nach Dephosphory- 
herung*) unter Bildung von Methylglyoxal in Milchsiéure, und zwar 
in die linksdrehende Form derselben, iibergeht. Diese Annahme 
ist weiterhin dadurch begriindet, daB in Versuch 1, bei dem nach 
' Zusatz gréBerer Mengen von d,1-Glycerinaldehydphosphorsaure bei 





*) Wie weit die schon spontan eintretende Dephosphorylierung der 
3-Glycerinaldehydphosphorsiure noch durch die Phosphatasen des Muskels 
beschleunigt wird, haben wir nicht untersucht. Nach Meyerhof und Loh- 
mann) erfolgt die Bildung von Methylglyoxal aus Triosephosphorsaure 
auf nichtfermentativem Wege. Vgl. hierzu auch Kobel und Collatz*4). 
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auf 15—25°/, und sind im allgemeinen so gleichartig, daB durch 
die Isolierung der krystallisierten Lactate die Richtigkeit der an 
der Rohfraktion gewonnenen Ergebnisse weitgehend gesichert ist. 
In Spalte 16 ist dann auf Grund der an der Rohfraktion ge- 
wonnenen Ergebnisse unter Beriicksichtigung der im B,-Versuch 
gebildeten Milchsiure — d.h. unter Beriicksichtigung derjenigen 
Milchsiure, die ohne Zusatz gebildet wurde — berechnet, wieviel 
(+-)- oder (—)-Milchsiure aus der zugesetzten Substanz im B,-Ver- 
such gebildet wurde. 
Dies wurde auf folgende Weise bestimmt. 
(Beispiel Versuch 2). 
454 mg Gesamtmilchsiiure (Sp. 15) 














— 302 (+-)-Milchsdure (Sp. 14) 
== 152 (#)-Milchsiure = 76 (—)-Milchséure 
In der Lactat-Roh- +- 76(4-)- a 
fraktion von B, ist An (+)- 7 302 
vorhanden _ 7 
— 16 
= 378 m g 
an (—)- - 76 mg 


Im gesamten B,-Ansatz war aber 642 mg Gesamtmilchsaure (vgl. Sp. 8) 
enthalten; im ganzen B,-Ansatz 280 mg (-|-)-Milchséiure (vgl. Sp. 7). 
Daraus ergibt sich fiir den B,-Ansatz: 
642 — oot 
rrr 378 = 535 mg (+)-Milchséure 
642 a fie a 
454° (6 = 107 mg (—)-Milchsiure 
Aus dem zugesetzten d,l-Glycerinaldehyd wurde also gebildet: 
535 (-4-)-Milchsiure 
— B, 280 (+)- 
“== 255 (+)- 
und 107 (—)- ” (vgl. Sp. 17) 
Die in den Rohfraktionen bestimmten Mengen 
an rac. Milchséure (152 mg) entsprechen 252 mg Zn-Lactat + 3H,O 
an (-+)-Milchséure (302 mg) entsprechen 470 mg Zn-Lactat + 2H,O 
Es wurden in krystallisiertem Zustand isoliert: 


214 ( = )-Lactat \ ; ; 
400 (+-)-Lactat | (vgl. Sp. 16). 


In Spalte 18 ist schlieBlich noch in Milligramm und in Prozenten 
angegeben, wieviel anorganische Phosphorsaure aus den zugesetzten 
Substanzen im B,-Ansatz abgespalten wurde. 

In den Versuchen 1, 2, und 8 haben wir dem B,-Ansatz 
Glycerinaldehydphosphorséiure zugesetzt. Wie sich aus Spalte 17 
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Uber die Zwischenstufen der Glykolyse in der quergestreiften Muskulatur. 8] 


ergibt, wurde in diesen Versuchen teils rechtsdrehende, teils 
linksdrehende Milchséure gebildet. Das Verhaltnis von (-+)- 
und (—)-Milchsiure in den einzelnen Versuchen ist je nach der 
Expositionsdauer verschieden. In Versuch 1, bei dem die Ex- 
position auf 3 Stunden ausgedehnt wurde, ergab sich zwar die 
stiirkste Milchsiurebildung aus der zugesetzten Substanz, nimlich 
69,2°/, der theoretisch berechneten Menge (vgl. Spalte 8), aber 
wie aus Spalte 17 hervorgeht, wurde in diesem Versuch mehr 
(—)- als (+)-Milchséure gebildet. 

In Versuch 2, in dem die Ansatze nur 1 Stde. exponiert wurden, 
errechnet sich dagegen eine Bildung von 255 mg (-++)-Milchsaure, 
gegeniiber 107 mg (—)-Milchséure. Die Ausbeute an (-++)-Milch- 
siure war also mehr als doppelt so groB wie die an unnatiirlicher 
Milchsiure. 

Bei 2stiindiger Exposition in Versuch 3 wurde wieder etwas 
mehr linksdrehende Milchsaure gebildet, nimlich 74,5 mg (—)-Milch- 
siure, gegeniiber 65,6 mg (-++)-Milchsaure. 

In Versuch 4 der Tab. I haben wir dem B,-Ansatz statt 
d,l-Glycerinaldehydphosphorsiure die daraus durch Vergirung der 
d-Komponente dargestellte linksdrehende Form der 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsiure zugesetzt. Wie aus Spalte 17 hervorgeht, 
wird hieraus ausschlieBlich linksdrehende Milchséure gebildet. 
Demnach ist anzunehmen, daB auch in den Versuchen 1—3% die 
(—)-Milchsiure hauptsachlich aus der l-Komponente der d,1-Glyce- 
rinaldehydphosphorséure entstanden ist. 

Nach den Erfahrungen von Fischer und Baer zerfallt die 
3-Glycerinaldehydphosphorséure leicht in Methylglyoxal und an- 
organische Phosphorsiure. Aus dem Ketonaldehyd entsteht aber, 
wie spater gezeigt wird, ausschlieBlich linksdrehende Milchsaure, und 
daher ist es von vornherein wahrscheinlich, da8 derjenige Teil der 
Triosephosphorséure, der nicht sogleich in die physiologischen 
Umwandlungsreaktionen einbezogen wird, erst nach Dephosphory- 
lierung*) unter Bildung von Methylglyoxal in Milchsiéure, und zwar 
in die linksdrehende Form derselben, iibergeht. Diese Annahme 
ist weiterhin dadurch begriindet, daB in Versuch 1, bei dem nach 
Zusatz groBerer Mengen von d,1-Glycerinaldehydphosphorsaure bei 





*) Wie weit die schon spontan eintretende Dephosphorylierung der 
3-Glycerinaldehydphosphorsiure noch durch die Phosphatasen des Muskels 
beschleunigt wird, haben wir nicht untersucht. Nach Meyerhof und Loh- 
mann®*) erfolgt die Bildung von Methylglyoxal aus Triosephosphorsiure 
auf nichtfermentativem Wege. Vgl. hierzu auch Kobel und Collatz*). 
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langerer Expositionszeit weit iberwiegend linksdrehende Milchsiure 
gebildet wurde, auch die Menge der aus zugesetzter Substanz ab- 
gespaltenen Phosphorséure erheblich grofer war als die Menge der 
zusitzlich gebildeten Milchsiure (68,8°/, Milchséure gegeniiber 
90,2°/, anorganischer Phosphorséure, vgl. die Spalten 8 und 18). 
In den spiéteren Stadien der Glykolyse mu8 also schon dadurch, 
daB der normale Abbau der natiirlichen Form der 38-Glycerin- 
aldehydphosphorséure mehr und mehr gehemmt wird*), Methy]- 
glyoxal, und daraus weiter (—)-Milchséure entstehen, ganz 
abgesehen davon, daB die unnatiirliche Form des Trioseesters 
iiberhaupt nicht den physiologischen Abbauprozessen unter- 
liegt und infolge der schon spontan eintretenden Dephosphory- 
lierung ausschlieBlich tiber Methylglyoxal in (—)-Milchsiure um- 
gewandelt wird. 

Da aus der linksdrehenden Form des Trioseesters jedenfalls 
reine (—)-Milchséiure entsteht, ist mit grdé8ter Sicherheit an- 
zunehmen, daf im Muskel, wie bei der alkoholischen Girung, nur 
die rechtsdrehende Form der 3-Glycerinaldehydphosphorsiaure, die 
wohl der d-Reihe zugehort, in der von Embden skizzierten Weise 
iiber Phosphoglycerinséure bzw. Glycerinphosphorsaéure und Brenz- 
traubensdéure abgebaut wird. 

Im Versuch 5 haben wir dem Ansatz B, aquivalente Mengen von 
Brenztraubenséure und Glycerinphosphorséure zugesetzt. Wie sich 
aus den Spalten 14 und 15 ergibt, wurde aus diesen Substanzen 
fast reine rechtsdrehende Milchsiure gebildet**), und zwar in der 
Menge, die auch der Bildung von (-+)-Milchsaéure aus Glycerin- 
aldehydphosphorsaure entspricht (vgl. Spalte 17). Es sei besonders 
darauf hingewiesen, da8 in Versuchen mit alleinigem Zusatz von 
Brenztraubenséure in der von uns verwandten Konzentration 
niemals mehr Zinklactat isoliert werden konnte als in entsprechen- 
den Leerversuchen. Die bei alleinigem Zusatz von Brenztrauben- 





*) Diese Verhaltnisse treten noch deutlicher in der Niere hervor, wie 
in der nachfolgenden Arbeit von Jost gezeigt wird. 

**) Die Werte fiir die durch Polarisation gefundene (-+-)-Milchsaure 
(Sp. 14) bleiben in den Versuchen, bei denen Glycerinphosphorsaure zugesetzt 
wurde, hinter den titrimetrisch ermittelten Gesamtmilchséurewerten (Sp. 15) 
zuriick. Wir hielten diese Abweichungen fiir Bestimmungsfehler. Es mu 
aber mit der Méglichkeit gerechnet werden, dai tatsichlich eine kleine Menge 
(—)-Milchséure iiber Methylglyoxal aus Triosephosphorsaure entsteht (vgl. 
S. 81), die aus der zugesetzten Glycerinphosphorsdure gebildet und infolge 
des reichlichen Zusatzes der als Wasserstoffacceptor wirkenden Brenz- 
traubenséure angereichert wurde. 
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Uber die Zwischenstufen der Glykolyse in der quergestreiften Muskulatur. 83 


siure aus dieser gebildete Milchséure kann also nur minimal sein. 
Nach den Untersuchungen von Hahn?) tritt unter den von ihm 
gewihlten Bedingungen die Milchséiure sogar als Wasserstoff- 
donator in Erscheinung, so daf Milchsiure unter Bildung von 
Brenztraubensaure verschwindet*). 

Die Glycerinphosphorsaure ist demnach der adaiquate Wasser- 
stoffdonator fiir die Hydrierung der Brenztraubensiure im Muskel. 
Durch die fast ausschlieBliche Bildung von rechtsdrehender Milch- 
siiure bei diesem Dismutationsvorgang erscheint auch die letzte 
Teilphase der anaeroben Kohlenhydratspaltung im Muskel vollig 
gesichert. Die aus Glycerinphosphorsiure entstandene Brenz- 
traubenséiure wird unter gleichzeitiger Dehydrierung der Glycerin- 
phosphorsaéure in (+)-Milchséure umgewandelt. (Vgl. ferner die 
voranstehende Arbeit von G.Embden und H. J. Deuticke, 
S. 29.) 

Das Ergebnis ist das gleiche, wenn zusammen mit der Glycerin- 
phosphorsaéure statt Brenztraubensaéure optisch aktive Phospho- 
glycerinséure, die ja im Muskel in Brenztraubensiure iibergeht, 
zugesetzt wird. So entstand auch im Versuch 6 fast reine (-+-)-Milch- 
siure, deren Menge im Verhiltnis zur zugesetzten Substanz 
ordBer war (vgl. Spalte 8) als im entsprechenden Versuch mit Brenz- 
traubensiure. Auch in den Versuchen von Embden und Deu- 
ticke wurde in Gegenwart von Glycerinphosphorséure aus Phos- 
phoglycerinsiure mehr Milchséure gebildet als aus Brenztrauben- 
siure. Es muf also mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB 
die aus Phosphoglycerinséiure in statu nascendi gebildete Brenz- 
traubenséiure im Muskel leichter hydriert wird als die zugesetzte. 

Jedenfalls ist durch die Ergebnisse der Versuche 5 und 6 
cezeigt, dal aus den als Dismutationsprodukten der Glycerin- 
aldehydphosphorséure angenommenen Substanzen die natiirliche 
(+)-Milchsiure gebildet wird. 

Wie aus den Versuchen 7 und 8 der Tab. I hervorgeht, wird 
aus Methylglyoxal, ebenso wie aus d,l-Glycerinaldehyd, ausschlieB- 
lich (—)-Milchséure gebildet. 


*) Nur bei Gegenwart sehr groBer Brenztraubensiuremengen soll diese 
zum Teil auch ohne Zusatz eines besonderen Wasserstoffdonators unter Milch- 
siurebildung verschwinden2*). Die Bildung von Milchsaure aus Brenztrauben- 
siure ohne Zugabe eines besonderen Wasserstoffdonators scheint also von 
der Gleichgewichtslage der Brenztraubenséure zu den im Muskel von vorn- 
herein vorhandenen Wasserstoffdonatoren und den entsprechenden Redox- 
Potentialen abhangig zu sein. (Vgl. die entsprechenden Versuche an der 
Niere 8. 105). 
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In Versuchen mit Methylglyoxal muBte die optische Natur der aus dem 
zugesetzten Ketonaldehyd entstandenen Milchsiure allein aus den isolierten 
Zinksalzen erschlossen werden, da die direkte Bestimmung der Milchsiure 
in den Schenckfiltraten wegen des darin noch vorhandenen nicht umgesetzten 
Methylglyoxals zu unrichtigen Ergebnissen fiihrt. 

Die Berechnung der Ergebnisse von Versuch 7 sei hier noch angefiihrt: 


371 G tmilchsé . 15) 
In der Zinklactatrohfraktion B, sind 71 mg Gesamtmilchséure (Sp. 15) 


vorhanden 146 mg (—)-Milchséure (Sp. 14) 


225 mg (-+)-Milchsaure 
also im ganzen an optisch aktiver Milchsiure: 112,5 (+) 
und 112,5 + 146 mg = 258,5 mg (—)-Milchsaure. 

Da nur die Halfte des gesamten Ansatzes zur Isolierung verwendet wurde, 
ergibt sich, daB in B, 

517 mg (—)-Milchsaiure und 

225 mg (+)-Milchsaure 
gebildet wurden. 

Auf die gleiche Weise errechnen wir fiir die B,-Rohfraktion 219 mg 
(+-)-Milchséure, aus dem Durchschnittswert von Spalte 11 und 12. Von den 
in B, gefundenen 225 mg rechtsdrehender Milchsaure sind also 219 mg durch 
die in B, gefundene Menge gedeckt. Wenn man nun bedenkt, daB auch bei sorg- 
faltigster Aufarbeitung bei kleineren Gesamtmilchsiuremengen relativ gréBere 
Verluste entstehen miissen, so darf wohl die gesamte in B, gefundene (-+-)-Milch- 
saure auf die im Muskelbrei von vornherein vorhandenen Kohlenhydrate 
zuriickgefiihrt werden. Im Versuch 7 wurde also nur reine (—)-Milchsaure 
gebildet und zwar in einer Menge von mindestens 517 mg (vgl. Sp. 17). 


In friiheren Untersuchungen wurde, wie schon erwaéhnt, meist 
angegeben, daB aus dem synthetischen Methylglyoxal neben links- 
drehender Milchsiure auch rechtsdrehende entstehen sollte. Wir 
haben daher, um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB etwa kleinere 
Mengen von (-+)-Milchséure durch Verluste bei der Isolierung 
iibersehen wiirden, noch zwei weitere in der Tabelle nicht wieder- 
gegebene Versuche mit Methylglyoxal ausgefiihrt. Auch in diesen 
war aus dem Ketonaldehyd anscheinend ganz ausschlieBlich links- 
drehende Milchsiure entstanden. 

Daraus dirfte zunichst hervorgehen, daB in dem syntheti- 
schen Methylglyoxal jene besondere Form, die nach Neuberg 
eine Zwischenstufe des Kohlenhydratabbaus sein sollte, nicht vor- 
handen ist. Und weiterhin kann die Annahme, daB diese be- 
sondere Form vielleicht nur bei der Glykolyse auftritt, iberhaupt 
nicht mit der Tatsache in Zusammenhang gebracht werden, dal 
das synthetische Methylglyoxal durch ein in den Geweben vor- 
handenes Ferment in eine k6rperfremde Substanz, néimlich in 
linksdrehende Milchsaure, umgelagert wird. Auch K. Lohmann”) 
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kommt auf Grund von Versuchen mit dialysiertem Ratten- 
muskelextrakt zu dem Ergebnis, daB jene hypothetische alloio- 
morphe Form des Methylglyoxals nicht in dem synthetischen 
Priparat vorhanden ist. Denn in derartigen glutathionfreien 
Extrakten verliuft die Milchséiurebildung aus Glykogen fast 
ungehemmt, wihrend die Umwandlung des synthetischen Methy]- 
glyoxals nicht mehr moglich ist und nur durch Zusatz von 
Glutathion wiederhergestellt werden kann*). 

Die Auffassung Barrenscheens"), daf die Glycerinaldehyd- 
phosphorséure bei normaler Glykolyse in Methylglyoxal wber- 
eehen soll, wurde schon durch unsere Versuche mit der erst- 
genannten Substanz widerlegt. Denn auch die aus der Glycerin- 
aldehydphosphorsdéure entstehende Form des Methylglyoxals 
wird ausschlieBlich in linksdrehende Milchséiure umgewandelt 
(vgl. S. 81). 

Das Auftreten einer besonderen Form des Methylglyoxals als 
Zwischenstufe des normalen Kohlenhydratabbaus im Muskel ist 
aber nicht nur vollig unbewiesen, sondern auch weitgehend unwahr- 
scheinlich. Denn aus dieser hypothetisch angenommenen Substanz 
miiBten doch wohl auch bei der Glykolyse immerhin geringe Mengen 
der stabileren Formen des Methylglyoxals entstehen; es ware 
also zu erwarten, daB auf diese Weise geringe Mengen von links- 
drehender Milchsaure aus den normalen Vorstufen gebildet wiirden. 
Das ist aber auch unter Bedingungen, unter denen die Miichsaure- 
bildung aus Kohlenhydraten und Kohlenhydrat-Phosphorsaureestern 
langsamer verlauft, niemals beobachtet worden. Wir haben uns 
jedenfalls davon iiberzeugt, daB aus diesen Substanzen im Muskel- 
brei auch bei lang ausgedehnter Exposition, bei der die Milchsaure- 
bildung schlieBlich stark gehemmt ist, immer nur reine rechts- 
drehende Milchsiure gebildet wird. Ein Versuch, unter Zusatz 
gréBerer Mengen von Hexosediphosphorsiure, aus dem hervor- 
geht, daB aus diesem Ester ausschlieBlich natiirliche Milchsaéure 
gebildet wird, ist noch in der Tabelle als Versuch 9 wiedergegeben. 
Auf das Resultat sei deshalb besonders hingewiesen, weil in fritheren 


*) Te bebewne Versuchen mit durch Zusatz von Glutathion 
reaktivierten Extrakten wurde iibrigens keine reine linksdrehende Milch- 
siure gebildet, sondern ein Gemisch von rund '/, linksdrehender und 
‘/, racemischer Saure. Nach Erwairmung des Extraktes sank seine enzyma- 
tische Wirksamkeit, und die gebildete Milchséure bestand nur mehr zu '/, 
aus optisch aktiver, nimlich linksdrehender Saiure. Die Bildung von race- 
mischer Milchsaure in diesen Versuchen ist also vielleicht auf Ferment- 
schadigung zuriickzufihren. 
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Untersuchungen mit Hexosediphosphorsaure gelegentlich Methyl- 
glyoxal isoliert werden konnte. Das Auftreten von Methylglyoxal 
in Glykolyseversuchen 1%, 14,15) ]é8t sich zwanglos durch die unter 
den gewahlten Bedingungen eintretende Anhiufung von Glycerin- 
aldehydphosphorsaure erkliren, die ja, wie schon erwahnt, leicht 
einer Dephosphorylierung unter Bildung von Methylglyoxal 
unterliegt. 

In der Tab. II sind weitere Versuche zusammengestellt, die 
wir mit Dioxyaceton und der nach Langheld dargestellten Dioxy- 
acetonphosphorséure ausgefihrt haben. 

Zunichst ergibt sich aus den Versuchen 1 und 2 der Tab. IT, 
daB das Dioxyaceton im Muskelbrei itberhaupt nicht in Milchsiure 
umgewandelt wird*); denn im B,-Ansatz, dem das Dioxyaceton 
vor der Exposition zugesetzt wurde, ist die Menge der titrimetrisch 
ermittelten Milchséure ebenso groB wie im B,-Ansatz, dem diese 
Substanz erst nach der Fallung zugegeben wurde**). 

Im Versuch 8 haben wir die von uns selbst, und in Versuch 4 
die uns liebenswiirdigerweise von Herrn Prof. Fischer nach dem 
Verfahren von Langheld dargestellte Dioxyacetonphosphorsiure 
dem Muskelbrei zugesetzt. In beiden Versuchen wurde aus dieser 
Substanz, wie sich bei einem Vergleich der Lingsreihen 6 und 7 
ergibt, keine Milchsaure gebildet. 

Bei der Synthese nach Langheld, die an sich schon schwer 
reproduzierbar ist, wird also offenbar eine Form der Dioxyaceton- 
phosphorsiéure erhalten, die, wie wir uns auch durch Bestimmung 
der anorganischen Phosphorséure itiberzeugten, im Muskel wber- 
haupt nicht angegriffen wird. Im Gegensatz dazu hat Kiessling?’) 
neuerdings auf anderem Wege Dioxyacetonphosphorséure dar- 
sestellt, die einerseits leicht zu Hexosediphosphorsaiure aufgebaut 
und andererseits in Milchséiure umgewandelt wird. 

Da aus diesem Priparat nach den Untersuchungen von Meyer- 
hof und Lohmann?*) in der Aufbauphase der Harden- Young- 
Ester entsteht, ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit anzunehmen, 
daB daraus beim Abbau (-++)-Milchséure gebildet wird, wenn auch 


*) Vgl. die Untersuchungen von R. Stéhr**) iiber das Verhalten der 
Alkalireserve nach Verfiitterung von Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und 
Methylglyoxal. 

**) Da das Dioxyaceton, besonders bei alkalischer Reaktion, leicht in 
Milchsiure umgelagert wird, haben wir, um alle Fehler auszugleichen, die durch 
Milchsiurebildung aus dieser Triose wahrend der Aufarbeitung entstehen 
kénnten, auch dem B,-Ansatz nach der Exposition die gleiche Menge Dioxy- 


aceton zugegeben. 
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unseres Wissens spezielle Untersuchungen dieser Art noch ausstehen. 
Demnach erscheint die urspriingliche Embdensche Annahme, da 
bei der Spaltung der Hexosediphosphorsiure neben Glycerin- 
aldehydphosphorséiure auch Dioxyacetonphosphorséure entsteht, 
experimentell begrindet. 

Wir haben mit der Moéglichkeit gerechnet, daB das Dioxyaceton 
und die von uns verwendete Dioxyacetonphosphorsadure méglicher- 
weise nur in einer gemeinsamen Reaktion mit Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure in Milchséure umgewandelt werden kénnte und haben 
daher in den Versuchen 5 und 6 der Tab. II die beiden erstgenannten 
Substanzen zusammen mit Glycerinaldehydphosphorséure dem Mus- 
kelbrei zugesetzt. Dabei zeigte sich, daB in den B,-Ansitzen nur 
so viel Milchsiure mehr gebildet wird, als auch bei alleinigem Zusatz 
von Glycerinaldehydphosphorsiure entsteht (vgl. Spalte7, Versuch 5 
und 6). Daraus geht hervor, da8 das Dioxyaceton auch in Gegen- 
wart von Glycerinaldehydphosphorsiure nicht in Milchsiure um- 
gewandelt wird. Das gleiche gilt fiir die nach Langheld dar- 
gestellte Dioxyacetonphosphorsaure. 


Zusammenfassung. 


In Versuchen mit Muskelbrei, der in Gegenwart von Natrium- 
bicarbonat in CO,-gesattigter Losung einer 1—8stiindigen Expo- 
sition bei 37° unter Zusatz bestimmter als Zwischenstufen der 
Glykolyse in Betracht kommender Substanzen unterworfen wurde, 
haben wir folgendes festgestellt: 

Die synthetisch dargestellte d,l-3-Glycerinaldehydphosphor- 
siure wird bei kurzer Expositionsdauer zum _ iiberwiegenden 
Teil in rechtsdrehende Milchsiure umgewandelt; bei lingerer 
Expositionsdauer entsteht aus dieser Substanz mehr linksdrehende 
als rechtsdrehende Milchsaiure, ein Befund, der durch die leichte 
Dephosphorylierbarkeit der Glycerinaldehydphosphorsaiure unter 
Bildung von Methylglyoxal zwanglos erklirt werden kann. Da die 
unvergirbare linksdrehende Form der Glycerinaldehydphosphor- 
siure ausschlieBlich (—)-Milchsaure liefert, ist die rechtsdrehende 
Form der 3-Glycermaldehydphosphorsiure als das physiologische 
Zwischenprodukt bei der Glykolyse im Muskel ebenso wie bei der 
alkoholischen Giarung anzusehen. 

In Versuchen unter gleichzeitigem Zusatz von Glycerin- 
phosphorsaéure und Phosphoglycerinsiure, oder von Brenztrauben- 
siure und Glycerinphosphorséure, wird fast ausschlieBlich rechts- 
drehende Milchséure gebildet. 
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Durch diese Untersuchungsergebnisse ist der in den voran- 
stehenden Arbeiten skizzierte Weg der Milchsadurebildung aus 
Kohlenhydraten titber Hexosediphosphorsiure, Triosephosphorsaiuren 
und deren Dismutationsprodukte experimentell weiter gesichert. 

Auf Grund von Versuchen mit synthetischem Methylglyoxal, 
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton erscheint die Auffassung be- 
griindet, daB diese Substanzen als Zwischenstufen der Glykolyse 
im Muskel nicht in Betracht kommen. 
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Uber die Einwirkung von Fluorid 
auf die intermedidren Vorgainge bei der Glykolyse in der Hefe, 


Von 


E. Lehnartz. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1934.) 


Die Auffindung der Monophosphoglycerinséiure als Inter- 
mediarprodukt des Zuckerstoffwechsels im Muskel und die Er- 
kenntnis von der Bedeutung ihrer Stellung unter den Zwischen- 
produkten des Zuckerabbaus machten es notwendig, ihre Isolierung 
auch beim Abbau des Zuckers durch die Hefezelle zu versuchen. 
Die weitgehende Parallelitaét, die hinsichtlich der Phosphorylierung 
und ihrer Rolle beim Zuckerabbau zwischen der Skelettmuskulatur 
und der Hefezelle besteht, lieB diesen Versuch aussichtsvoll er- 
scheinen, um so mehr, als vor einiger Zeit Nilsson*) bei seinen 
Untersuchungen tiber den Kohlenhydratabbau in fluoridvergifteter 
Hefe eine organische Phosphorverbindung aufgefunden hatte, die 
er als Phosphoglycerinsiure ansah, ohne allerdings ihre Identitit 
endgiiltig nachzuweisen. 

Die Untersuchung des Kohlenhydratstoffwechsels im Muskel 
hat ergeben, daB sich die Phosphoglycerinsiure unter Bedingungen 
anhiuft, unter denen die Aufspaltung der Phosphorsaureester 
vollig verhindert ist, die oxydoreduktiven Umlagerungen der 
primaren Spaltprodukte dagegen noch vor sich gehen kénnen. 
Diese Voraussetzungen sind, wie Embden, Deuticke und Kraft?) 
erkannt haben, bei Exposition von Muskelbrei mit Natriumfluorid 
erfiillt. Es erfolgt dabei zunichst eine Spaltung der als obligate 
Zwischenstufe des Zuckerabbaus angesehenen Hexosediphosphor- 
siure in 2 Molekiile Triosephosphorsiure, die von der oxydo- 
reduktiven Umwandlung dieser Substanz in je ein Molekiil Glycerin- 
phosphorséure und Phosphoglycerinsiure gefolgt ist. Die Hexose- 
diphosphorséure wird auch von Meyerhof%) als Intermediir- 
substanz des Zuckerabbaus im Skelettmuskel sowie wahrend der 
initialen Phase der Hefegérung angesehen. 

Nilsson?) erblickt demgegeniiber in der Hexosemonophosphor- 
siure die zwangsliufige Zwischenstufe der Glykolyse und halt die 
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Hexosediphosphorsiure lediglich fiir ein Stabilisierungs- und 
Kondensationsprodukt des sich bildenden primiren phosphory- 
lierten Spaltprodukts der Hexosemonophosphorséure. Ein Kin- 
gehen auf das von Nilsson angegebene Abbauschema. eriibrigt 
sich an dieser Stelle, da dies schon in einer voranstehenden Arbeit 
von Embden und Deuticke erfolgt ist. Eine weitere Diskussion 
kann auch deshalb unterbleiben, weil die Untersuchung der Fragen, 
in welcher Weise die Monophosphoglycerinsiure beim Abbau der 
Kohlenhydrate in der Hefezelle entsteht und wie ihr weiterer Abbau 
vor sich geht, unterlassen wurde, da wihrend der Durchfiihrung 
der vorliegenden Arbeit erschienene grundlegende Untersuchungen 
von Meyerhof*) eine weitgehende Aufklirung dieser Probleme 
erbrachten. 

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Untersuchung, die 
Isolierung der Phosphoglycerinsiure aus fluoridvergifteter Hefe in 
Form ihres sauren Ba-Salzes, ist bereits im Marz 19383 von Embden 
gelegentlich eines Vortrages mitgeteilt worden®). Die ausfiihrliche 
Mitteilung der Befunde mute aus éuBeren Griinden bisher zuriick- 
gestellt werden. Inzwischen ist die Isolierung der Substanz aus 
Hefe auch von Neuberg und Kobel®) sowie von Meyerhof?) 
beschrieben worden. 

Nach den Untersuchungen von Nilsson war zu erwarten, 
daf die Phosphoglycerinsiurebildung mit besonderer Leichtigkeit 
in einem Giransatz aus Trockenhefe, Glucose, Hexosediphosphat, 
Traubenzucker und Acetaldehyd sich vollzieht. Insbesondere die 
Anwesenheit von Acetaldehyd ist nach Nilsson wichtig, weil in 
Gegenwart dieser Substanz und auf ihre Kosten die Oxydation 
der als erstes Zerfallsprodukt angenommenen Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure sich vollziehen soll, wobei sie selber zu Athylalkohol 
reduziert wird. Diese Beobachtung ist insofern richtig, als tat- 
sichhich durch Zusatz von Acetaldehyd als Wasserstoffacceptor, 
ebenso aber auch, wie Meyerhof fand, durch Zusatz von Methylen- 
blau, die Ausbeute an Phosphoglycerinsiiure gesteigert wird. 
Jedoch ist die Anwesenheit von Acetaldehyd keine unbedingte 
Voraussetzung fiir die Bildung von Monophosphoglycerinsiure bei 
der Girung. So wurden von mir z. B. aus 40 g Trockenhefe unter 
entsprechendem Zusatz der weiter unten ihrer Menge nach an- 
gefiihrten Substanzen in Gegenwart von Acetaldehyd 13 g phos- 
phoglycerinsaures Barium, in Abwesenheit von Acetaldehyd unter 
sonst gleichen Bedingungen etwa 8 g dieses Salzes gewonnen. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren verblieben 7,5 baw. 4,8 g des 
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analysenreinen Salzes. Es wird also ohne Zusatz von Acetaldehyd 
etwa 60°/, der Menge von Phosphoglycerinsaure erhalten, die bei 
seiner Gegenwart gewonnen werden konnten. 

Nach Nilsson wird die normale Spaltung der von ihm als 
Intermediarsubstanz angenommenen Hexosemonophosphorsaure in 
Glycerinaldehydphosphorséure und einen K6rper von der Zu- 
sammensetzung C,H,O, durch Natriumfluorid gehemmt. Durch 
Zusatz von Acetaldehyd als Acceptor soll aber der weitere Ver- 
lauf der Reaktion ermoéglicht werden, weil nunmehr die inter- 
mediadren Spaltprodukte mit dem Acetaldehyd zusammen einer 
gemischten Oxydoreduktion unterliegen. Es ist jedoch keineswegs 
erwiesen, da in Gegenwart von Natriumfluorid wiberhaupt eine 
Bildung von Hexosemonophosphorsiure erfolgen kann, in der 
Muskulatur und im MuskelpreBsaft ist vielmehr unter diesen 
Bedingungen lediglich die Bildung von Hexosediphosphorsiaure bzw. 
deren Umwandlung in Phosphoglycerinsiure und Glycerinphos- 
phorsiiure beobachtet worden. Wenn Nilssons Vorstellungen 
richtig wiren, miBte, um die Bildung der groben Mengen von 
Phosphoglycerinséure in dem oben angefiihrten Versuch zu er- 
klaren, die Trockenhefe andere Acceptoren in einem fiir die Oxy- 
dation der Glycerinaldehydphosphorsiure ausreichenden Mabe 
enthalten. Die Steigerung der Phosphoglycerinsiurebildung durch 
Acetaldehyd erscheint gegeniiber der schon spontan gebildeten 
Menge nicht sehr erheblich. Méglicherweise wird fiir einen Teil der 
Phosphoglycerinséurebildung der angefiihrte Mechanismus zutreffen. 
Wahrscheinlicher ist jedoch, daB in Ab- wie in Anwesenheit von 
Acetaldehyd in der Hefe ebenso wie in der Muskulatur die Spaltung 
des Zuckers tber Hexosediphosphorsiure erfolgt und da8B im 
Sinne der Vorstellungen Embdens die beiden dabei entstehenden 
Triosephosphorsiuren eme oxydoreduktive Umlagerung erfahren, 
wobei Natriumfluorid die weitere Umwandlung auf dieser Stufe 
hemmt. Ganz in diesem Sinne spricht auch die Beobachtung 
von Meyerhof?), da8 Hexosediphosphorsiiure mit der gleichen 
Geschwindigkeit, mit der sie sonst von der Hefe vergoren wird, 
bei Fluoridzusatz in Glycerinphosphorsiure und in Phospho- 
glycerinsiure zerfallt. 


Experimenteller Teil. 


Die Trockenhefe wurde aus untergariger Bierhefe der Binding - Brauerei 
Frankfurt hergestellt. Die von der Brauerei bezogene dickbreiige Hefe wurde 
mit etwa der 8—l0fachen Menge Wasser aufgeschwemmt und nach kurzem 
Absitzen dekantiert. Nach etwa 4—5maliger Wiederholung war das Wasch- 
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wasser nur noch wenig gelblich gefarbt. Die Hefe wurde dann durch groBe 
Tiicher koliert und schlieBlich im Koliertuch in den mit einer mehrfachen 
Schicht von dickem Filtrierpapier ausgekleideten PreBzylinder der Buchner- 
Presse gebracht und mit einem sich allmahlich auf 300 Atm. steigernden 
Druck ausgepreBt. Die Waschung und Pressung sollte in etwa: 2 Stunden 
durchgefiihrt sein. Die PreBhefe wird dann durch ein engmaschiges Sieb 
getrieben und in diinner Schicht auf Filtrierpapier an der Luft getrocknet. 
Hierzu reichten meist 24 Stunden aus. 
Der Giaransatz bestand im allgemeinen aus: 


200 g Trockenhefe, 

250 ccm Phosphatpuffer (63,54 g primares Kaliumphosphat nach 
Serensen und 35,63 g sekundares Natriumphosphat nach 
Serensen auf | Liter). 

50 ccm 12°/, Na-Hexosediphosphatlésung, 

300 com 2°/,iger Acetaldehydlésung, 

200 cem 25°/,iger Glucoselésung, 

50 cem m/5-Natriumfluorid und 

150 ccm Wasser. 

3stiindige Exposition bei 37°. 

Die Isolierung der Monophosphoglycerinsaiure aus diesen Ansitzen wurde 
in den ersten Versuchen genau dem fiir die Muskulatur von Embden, 
Deuticke und Kraft angegebenen Verfahren entsprechend durchgefiihrt. 
Doch lieB sich der Arbeitsgang wesentlich vereinfachen und die Ausbeute 
erheblich verbessern, so daB nach einigen Vorversuchen der folgende Weg 
eingeschlagen wurde. 


Nach Abschlu8 der Exposition wird durch Aufkochen ent- 
eiweibt, heiB durch ein groBes Faltenfilter filtriert und das Filter 
mit dem Rest der der Hefe anhaftenden Fliissigkeit auf der Nutsche 
scharf abgesaugt. Das Filtrat wird mit Mg-Acetat unter Zugabe 
von Ammoniak bis zur phenolphthaleinalkalischen Reaktion voll- 
stindig von anorganischem Phosphat befreit (Probe mit Strychnin- 
nitrat-Molybdansalpetersiure). Nach Abtrennung des Ammonium- 
Magnesium-Phosphatniederschlages wird mit Essigsaéure angesiuert 
und mit gesattigter Bleizuckerlésung voéllig ausgefallt. Der Blei- 
niederschlag wird auf der Nutsche griindlich gewaschen und nach 
Anreiben mit etwa 250 cem Wasser mit gasférmigem Schwefel- 
wasserstoff entbleit. Der Sulfidniederschlag wird abgesaugt und 
die, wenn notig klar filtrierte Fliissigkeit durch emen Luftstrom 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Dann wird heibgesattigte Baryt- 
lisung bis zur neutralen Reaktion gegen Lackmus hinzugefiigt 
und der entstandene Niederschlag durch Zusatz von Hisessig 
wieder aufgelést. Nach einigem Schiitteln oder Anreiben mit 
dem Glasstab beginnt die Krystallisation des sauren Ba-Salzes 
der Monophosphoglycerinsdure, die durch 24stiindiges Stehen im 
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Hisschrank noch erheblich zunimmt. Nach Abtrennung der spontan 
ausgefallenen Krystalle kénnen noch weitere Mengen des Salzes 
durch Alkoholfallung gewonnen werden. Doch ist diese Fraktion 
meist weniger schén krystallisiert. Im allgemeinen wurde aber 
zur Steigerung der Ausbeute nach AbschluB der spontanen Kry- 
stallisation mit Alkohol nach und nach vollstandig ausgefallt. 

Zur Umkrystallisation wird die Rohsubstanz in etwa der 
10fachen Menge Wasser suspendiert und durch Zusatz von 
25°/,iger HCl in Losung gebracht. Es wird durch Blaubandfilter 
filtriert und das Filtrat unter kraftigem Schiitteln bis zur Auf- 
lésung des jeweils entstehenden Niederschlags vorsichtig und 
langsam solange mit 10°/,igem Ammoniak versetzt, bis Kongo- 
papier gerade noch gebliut wird. Gegen Ende der Neutralisation 
beginnt die Krystallisation, die beim Stehen dann rasch fort- 
schreitet. Nach einiger Zeit wird Alkohol bis zu einer Konzen- 
tration von 20°/, hinzugefiigt und der Kolben fir 1—2 Tage in 
den Eisschrank gestellt. Die Krystalle werden abgesaugt und 
mit 25, 50, 96%/,igem Alkohol und dann mit Aceton gewaschen 
und im Hochvakuum iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet. 
Das einmal umkrystallisierte Ba-Salz besteht aus regelméBigen 
rechteckigen Krystallen, deren Form vollstandig mit der aus der 
Muskulatur gewonnenen Substanz iibereinstimmt. Die Ausbeute 
ist sehr von der verwandten Trockenhefe abhingig. Im allgemeinen 
wurden aus 200 g Trockenhefe 30—40 g des einmal umkrystalli- 
sierten Produkts erhalten. 


Analytisches: Wie bereits in der voranstehenden Arbeit von 
Embden, Deuticke und Kraft ausgefiihrt, gelingt es nur schwer, das 
Salz bis zu einem definierten Krystallwassergehalt zu trocknen, insbesondere 
fiihrt lange fortgesetzte Trocknung im Hochvakuum bei 100° immer wieder 
noch zu einem geringen, aber merklichen Gewichtsverlust. Konstante Gewichte 
erhalt man dagegen durch etwa 12stiindige Trocknung im Hochvakuum iiber 
siedendem Aceton (56°). Die Ba- und P-Analysen stimmen dann auf das 
saure Ba-Salz der Monophosphoglycerinsiure mit 1'/, Mol. Krystallwasser. 


0,1006 g Substanz ergaben 67,8 mg BaSQ,. 


Das Filtrat der Ba-Bestimmung wurde auf 200 ccm aufgefiillt und 
20 ccm zur P-Bestimmung nach Embden verwandt; es wurden erhalten 
80,1 und 80,0 mg Strychninphosphomolybdat. 
C,H,;0,PBa-11/, H,O (348,45) Ber. Ba 39,42 P 8,903 
: Gef. ,, 39,66 ,, 8,90. 
2—3stiindige Trocknung im Hochvakuum bei 100° ergibt dagegen in 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Embden, Deuticke und Kraft 
einen Krystallwassergehalt von nur 1 Mol. Weitere Trocknung fiihrt aller- 
dings, wie schon erwahnt, zu weiterer Gewichtsabnahme. 
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0,0961 g der 3 Stunden bei 100° getrockneten Substanz ergaben 65,6 mg 
BaSO,. Das Filtrat wurde auf 200 ccm aufgefiillt und aus 20 ccm 78,0 bzw. 
78,7 mg Strychninphosphomolybdat erhalten. 

C,H,0,PBa-1 H,O (339,44) Ber. Ba 40,47 P 9,14 
Gef. ,, 40,17  ,, 9,13*). 
Die Analyse der in einem Parallelversuch mit und ohne Acetaldehyd- 


zusatz (vgl. S. 91) erhaltenen Ba-Salze hatte folgendes Ergebnis (Trocknung 
iiber Aceton). 


Ohne Acetaldehyd Mit Acetaldehyd 
> 3 bak eS 6. Waa 0,1144 0,1200 
i a ee ee ee ww 77,8 81,0 


1/,, des Filtrats zur P-Bestimmung: 
mg Strychninphosphomolybdat . . 89,8; 89,8 93,8; 94,4 
40,02 Ba; 8,80 P 39,73 Ba; 8,81 P. 


Die spezifische Drehung der freien Monophosphoglycerinsaure: 
Die Lésung der freien Séure wurde aus dem Ba-Salz durch Umsetzung mit 
der aus der Ba-Analyse berechneten Menge n/1-Schwefelsiure unter Zugabe 
von Wasser hergestellt. Die Lésung enthielt 3,673°/, freie Siure und hatte im 
2dm-Rohr eine Drehung von — 0,85 + 0,019. Daraus ergibt sich 


[a]2° = — 11,30°. 


Embden, Deuticke und Kraft fanden an einer 4,953°/,igen Lésung 
—11,91°, Nilsson an der aus dem neutralen Ba-Salz gewonnenen freien 
Saure (Konzentration 3,78°/,) —11,1°. 


Literaturverzeichnis. 


1. Arkiv fér Kemi, Mineralogi och Geologi 10, 1 und zwar S. 112 (1930). 
2. Klin. Wschr. 1988, 213, sowie Diese Z. 280, 12 (1934). 

3. Nature 1938, 337, 373, sowie Biochem. Z. 267, 313 (1933). 

4, Svensk Kemisk Tidskrift 46, 24 (1934). 

5. Angew. Chem. 1934, 220. 

6. Biochem. Z. 268, 219 (1933). 


*) Die von Neuberg u. Kobel [Biochem. Z. 268, 219 (1933)] gefundenen 
Analysenwerte (Ba 40,10—39,64 und P 8,86—9,08) entsprechen einem Salz 
mit 11/, Mol. Krystallwasser, trotzdem Neuberg u. Kobel ein Salz mit 
3 Krystallwassern voraussetzen, aber ihrer Berechnung ein Molargewicht 
von 344,47 (statt 375,53 fiir C;H;0,PBa-3 H,O bzw. 348,45 fiir C;H,O,PBa- 
|'/, H,O) zugrunde legen. Die Behauptung, daB nach Trocknung im Hoch- 
vakuum iiber Aceton die Analysen fiir ein Salz mit 3 Mol. Krystallwasser 
stimmen, ist also irrtiimlich. Es ist uns iibrigens nie gelungen, ein Salz mit 
einem Gehalt von 3 Krystallwassern zu erhalten, auch nicht, wenn das Salz 
nach Waschen mit Alkohol und Aceton bei Zimmertemperatur an der Luft 
getrocknet wurde. 
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Uber die anaerobe Glykolyse in der Niere. 
Von 


Hans Jost. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1934.) 


Nachdem der zu Milchsaure fiihrende Kohlenhydratabbau iiber 
Phosphorséureester im quergestreiften Muskel durch die Arbeiten 
Embdens und seiner Schiiler weitgehend aufgeklirt worden ist, 
muB die Frage aufgeworfen werden, ob die anaerobe Glykolyse 
in den anderen Organen ahnlich verlauft. 

Bei der Beantwortung erscheinen zwei Gesichtspunkte von 
Wichtigkeit. Zunachst ist die allgemeinere Frage zu priifen, ob 
der fiir viele parenchymatése Organe charakteristische, aufer- 
ordentlich hohe Zuckerumsatz ebenso wie im Muskel unter inter- 
mediarer Bildung von Hexose- und ‘Triosephosphorséureestern 
vor sich geht, oder ob er, wie es besonders fiir Tumor- und Gehirn- 
substanz angenommen wird?), iiber nicht phosphorylierte Zwischen- 
produkte verliuft. Des weiteren miBte dann fiir verschiedene 
Organe untersucht werden, wie weit die unter anaeroben Be- 
dingungen eintretenden Spaltungs- und Umlagerungsreaktionen 
der Milchséurebildung in den Prozei der totalen Verbrennung 
eingeschaltet sind. 

Nach unseren bisherigen Kenntnissen ist jedenfalls an- 
zunehmen, daB die ohne O,-Verbrauch einhergehenden chemischen 
Intermediirvorginge den Oxydationsverlauf unter normalen 
aeroben Bedingungen bestimmen. Doch miissen die anaeroben 
slykolytischen Vorgiinge bei den parenchymatésen Organen in 
anderer Weise bewertet werden als beim quergestreiften Muskel, 
bei dem die anaerobe Phase wihrend der Kontraktion vorherrscht 
und daher in den Bereich des physiologischen Geschehens gehort. 
Wenn wir also z. B. die Milchsiurebildung im Muskelbrei stu- 
dieren, so diirfen wir diesen Prozef mit Recht als den gleichen 
betrachten, der die anaerobe Kontraktionsphase beim intakten 
Muskel begleitet; wenn wir aber in cen Zellen anderer Organe 
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eine Milchséiurebildung durch Anaerobiose erzwingen, so miissen 
wir in dieser Glykolyse das an sich unphysiologische Endergebnis 
von chemischen Intermediirvorgingen sehen, die unter normalen 
Bedingungen durch dazwischengeschaltete Oxydationsprozesse 
méglicherweise in andere Bahnen gelenkt werden. Nachdem wir 
das komplizierte Ineinandergreifen jener chemischen Einzelprozesse, 
die im Muskel schlieBlich zur Milchsiurebildung fiihren, kennen- 
celernt haben, draéngt sich z. B. erneut die Frage auf, ob der 
oxydative Abbau des Zuckers auch in den anderen Organen iiber 
die Stufe der Milchsaéure fiihrt. 

Meyerhof!) vertrat bekanntlich die Anschauung, da der 
Kohlenhydratabbau in den anderen Organen ahnlich verlauft wie im 
Muskel. Auch in den stark atmenden Zellen sollte fortlaufend Milch- 
siiure entstehen, die aber zum gréBten Teil bei der Oxydation des 
kleineren Anteils der primar gebildeten Milchsiure oder einer aqui- 
valenten Zuckermenge wieder zu Kohlenhydrat resynthetisiert wiirde. 

Wenn nun aber in den anderen Organen die Milchsiéure 
unter anaeroben Bedingungen ebenso tber Brenztraubensiure 
cebildet wird, wie es jetzt fiir den Muskel als erwiesen gelten 
darf, so ist es nicht sehr wahrscheinlich, daf die letztere auch 
in Gegenwart von Sauerstoff zuerst hydriert und dann erst weiter 
oxydativ abgebaut wird. Es mu vielmehr mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, daf in stark atmenden Zellen iiberhaupt 
keine Milechséure entsteht, sondern nur Brenztraubensdéure, und 
da diese nach Decarboxylierung titber Acetaldehyd oder auf einem 
anderen Wege?) zu Endprodukten direkt weiter verbrannt wird. 

Wenn wir uns also auch von vornherein dariiber klar sind, 
daB bei der durch Anaerobiose erzwungenen Milchsaurebildung 
in den parenchymatésen Organen einzelne chemische Teilvorginge 
vielleicht in unphysiologischer Aufeinanderfolge verlaufen, so 
besteht jedoch die Méglichkeit, zunaéchst durch derartige Anaero- 
bioseversuche die intermediiren Teilvorginge als solche zu stu- 
dieren und diese dann in den normalen oxydativen Abbauprozeb 
einzuordnen. 

Aus verschiedenen Griinden zog ich zunichst die Niere in 
den Kreis meiner Untersuchungen. Bei der Bedeutung der Hexose- 
phosphorsiureester und der phosphorylierten C,-Substanzen fiir 
die Glykolyse im Muskel erschien es mir besonders verlockend, 
die Kohlenhydratspaltung in einem Organ zu untersuchen, in dem 
die Dephosphorylierungsprozesse so stark in Erscheinung treten 
wie in der Niere. Weiterhin kam dieses Organ gerade deshalb fiir 
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derartige Versuche in Betracht, weil der Sauerstoffverbrauch der 
Niere gegeniiber allen anderen parenchymatésen Organen relatiy 
am gréBten ist. SchlieBlich waren ja auch schon in den Unter- 
suchungen von Bumm und Fehrenbach#®) Anhaltspunkte dafiir 
gewonnen worden, da Glucose in der Niere ohne intermediire 
Bildung von Hexosephosphorsiéureestern abgebaut werden kann. 
Von der Richtigkeit der Feststellung der beiden letztgenannten 
Autoren, daB die Glucose in der Niere leichter oder mindestens 
ebenso rasch abgebaut wird wie die Harden- Youngsche Hexose- 
diphosphorséure hatten wir uns in Vorversuchen tiberzeugt. 

In den hier zu schildernden Versuchen wurde mit Ausnahme von Ver- 
such 2 frische Rinderniere verwendet, die mit gré8ter Beschleunigung nach 
der Tétung der Tiere im Schlachthaus entnommen und in Hiskiihlung zum 
Institut gebracht wurde. Von der Schlachtung der Tiere bis zum Ansatz der 
Versuche verstrichen héchstens 30 Minuten. Fiir die Versuchsansitze habe 
ich Mark- und Rindensubstanz zusammen verwendet. Das in kleine Stiicke 
zerteilte Organ wurde von anhaftendem Fett und Bindegewebe médglichst 
vollstandig befreit und dann durch eine eisgekiihlte Hackmaschine getrieben. 
Den so gewonnenen Nierenbrei habe ich jeweils in Mengen von 25—100 g 
mit oder obne Zusatz bestimmter Substanzen einer meist 2stiindigen Exposition 
in CO,-gesittigter Natriumbicarbonatlésung bei 37° unterworfen, wie es 
eingehend in der voranstehenden Arbeit von Embden und Jost geschildert 
ist. Auch die weitere Aufarbeitung der einzelnen Ansatze war die gleiche 
wie in diesen Untersuchungen. 


_Wie aus Ansatzen mit sofortiger Fallung hervorgeht, sind in 
100 g Rinderniere nach der Zerkleinerung 140—185 mg Milch- 
siure vorhanden. Nach 2stiindiger Exposition des Nierenbreis 
ist diese Menge in den betreffenden Ansatzen ohne jeden weiteren 
Zusatz auf 160—200 mg vermehrt. Unter gleichen Bedingungen 
wurden in einem Versuch nach Zusatz von 2 g Hexosediphosphor- 
siure weitere 120 mg, und in einem anderen Versuch unter Zusatz 
von 1g Glucose weitere 140 mg Milchsiure aus den zugesetzten 
Substanzen gebildet. 

In Anbetracht des hohen Zuckerverbrauchs der Niere im 
Organismus erscheint das Milchsiiurebildungsvermégen des Nieren- 
breis unter anaeroben Bedingungen auffallend gering. Das gilt 
iibrigens besonders fiir die zerkleinerte Hundeniere*), trotzdem 
diese viel rascher zum Ansatz gebracht werden konnte als das 
Schlachthausmaterial. 





*) Die Milchsaurebildungsfahigkeit ist in der zerkleinerten Hundeniere 
so gering, daB es in Versuchen mit 100 g Brei ohne besonderen Zusatz nicht 
moglich war, die minimalen Mengen gebildeter Milchsaéure als Zinksalz zu 


isolieren. 
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Aus den in der Niere von vornherein vorhandenen Kohlen- 
hydraten und sonstigen Vorstufen, ebenso aus zugesetzter Glucose 
und Hexosediphosphorséure entsteht immer nur reine rechts- 
drehende Milchséure, wie ich in den oben erwahnten einleitenden 
Versuchen weiter festgestellt habe. Da demnach also auch fiir 
die Niere nur solche Substanzen als Zwischenstufen des Kohlen- 
hydratabbaus in Betracht kommen, die im Expositionsversuch 
in rechtsdrehende Milchsiure tibergehen, war die Méglichkeit ge- 
geben, mit der Methode der optischen Untersuchung der gebildeten 
Milchséure nach den physiologischen Intermediirstufen der Glyko- 
lyse in der Niere zu suchen. 

Die hier zu schildernden Versuche mit den in Betracht kommen- 
den Substanzen sind in der gleichen Anordnung wie in der vorangehen- 
den Arbeit von Embden und Jost in Tab. I zusammengestellt. 

Bei unseren ersten Versuchen mit der 3-d,l-Glycerinaldehyd- 
phosphorsaéure war zunachst festzustellen, dai die Gesamtmenge 
der zusitzlich gebildeten Milchséure viel geringer war als in den 
entsprechenden Versuchen am Muskelbrei (vgl. 8. 78/79). 

Auch das Verhialtnis der gebildeten (++-)- zur (—)-Milchsiure 
war viel ungiinstiger als in den Versuchen am Muskelbrei. So 
entstand z. B. in Versuch 1, den wir mit zerkleinerter Rinder- 
niere ausgefiihrt haben, nur 30mg rechtsdrehende gegeniiber 
171 mg linksdrehender Milchséure (Sp.17) und in Versuch 2, 
den wir mit lebensfrischer Hundeniere angesetzt haben und in dem 
iiberhaupt nur 8,3°/, der zugesetzten Substanz abgebaut wurden, 
war nur 1/,) der daraus gebildeten Milchsiure rechtsdrehend. 

Wegen der auBerordentlichen Langsamkeit der Milchsiéure- 
bildung in diesem Organ habe ich in Versuch 3 nur 200 mg Glycerin- 
aldehydphosphorséure dem B,-Ansatz zugegeben. Wie erwartet, 
ergab sich denn auch bei der optischen Untersuchung des ge- 
bildeten Lactats, daB in diesem Falle eine relativ gréBere Menge 
(-+)-Milchsféure aus der zugesetzten Glycerinaldehydphosphor- 
sdure entstanden war (vgl. Sp. 17). 

Unsere vorhin erwahnte Vorstellung, da die in der Niere 
so stark hervortretenden Dephosphorylierungsvorginge notwen- 
digerweise die Milchsaéurebildung aus phosphorylierten Substanzen 
beeinflussen miBten, schien sich also schon bei der Glycerin- 
aldehydphosphorsiiure zu bestitigen. Ich habe daher 2 Unter- 
suchungsreihen, davon eine mit Muskelbrei, die andere mit Nieren- 
hbrei, angesetzt, um das Fortschreiten der Milchsaurebildung mit 
dem Verlauf der Phosphorséureabspaltung aus dem Glycerin- 
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Tabelle 
2 [s{ 4 ]s5f]e6]{7 | 8 | 
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*) Auf Brenztraubensiure berechnet. 
**) Etwa 69 °/, der theoretischen Menge. 


aldehydester wahrend der Expositionszeit in beiden Organen zu 
Die in Figg. 1 u. 2 wiedergegebenen Kurven zeigen 





vergleichen. 


die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihen. 

Mit Muskel und Nierenbrei wurden zu gleicher Zeit je 10 Expositions- 
ansatze gemacht, die 5 g Gewebe und 15 ccm 2°/)-Bicarbonatlésung enthielten. 
Zu je 5 Muskelansaétzen und je 5 Nierenansitzen wurden 100 mg Glycerin- 
aldehydphosphorsaure desselben Praparates in 10 com H,O, zu den andern 
nur 10 cem H,O, zugesetzt. Von den einzelnen Reihen habe ich je 1 Probe 
sofort, die iibrigen Proben in bestimmten Zeitabstainden, nach 30, 60, 120 
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und 180 Minuten gefallt und dann in allen Ansatzen die anorganische Phosphor- 
siure und die Milchsaéure bestimmt. Die in den Ansitzen ohne Zusatz vor- 
handene Milchsiure und Phosphorséure wurde von den in den Proben mit 
Zusatz von Glycerinaldehydphosphorsaure erhaltenen Werten abgezogen und 
dadurch die bis zu den verschiedenen Zeitpunkten aus dieser Substanz ge- 
bildete Milchsaure und Phosphorsiure bestimmt. Die so gefundenen Werte 
wurden dann auf die Mengen der zugesetzten Glycerinaldehydphosphorsaure 
bezogen und in Prozenten der theoretisch berechneten Mengen an Phosphor: 
sdure und Milchsaure als Ordinaten zu den gewahlten Zeitpunkten eingetragen. 


Man sieht zunachst an den am Muskelbrei gewonnenen Kurven, 
da die Milchsaurebildung fast bis zum Ablauf einer Stunde etwa 
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! 
— ee Te 10cem 27,4(—) 80,2 — 8,2(+) | 302 
| + 0,175° | 74,5(—) | 27,7 
c= 0,37 
10cem 65,8(+) 95 16,0 (+) 
— 0,39° | 21,0 (—) 
| e = 0,89 | | 
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—0,50° | —1,15° | | 23,9 
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c=0,6 | | c = 4,95 | vgl. Anm. 
| | S. 106 
10cem | 17(—) 158 111 (-) 
+0,11° | | 
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mit der gleichen Geschwindigkeit wie die Abspaltung anorganischer 


Phosphorsiure verléuft und dann erst hinter der Phosphorsiure- 
bildung zuriickbleibt. Am Nierenbrei ergibt sich ein ganz anderes 
Bild. Schon wihrend der ersten 30 Minuten bleibt hier die Milch- 
siurebildung hinter der  Phosphorsiureabspaltung zuriick und 
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Figg. 1 und 2. 


Milchsiure- und Phosphorsaurebildung aus Glycerinaldehydphosphorsiure. 


schreitet nach diesem Zeitpunkt nur mehr wenig fort, wahrend 
die Phosphorsiureabspaltung fast mit der gleichen Geschwindigkeit 
wie in den ersten 80 Minuten bis zur Beendigung des Versuches 
weiter verliuft. Die dem Nierenbrei zugesetzte Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure unterliegt also nach 380 Minuten zum groBen Teil 
nicht mehr den physiologischen Abbauvorgingen, sondern wird 
unter Bildung von Methylglyoxal oder Glycermaldehyd de- 
phosphoryliert und tiber diese Substanzen in Milehsiure um- 
gewandelt. 

Methylglyoxal und Glycerinaldehyd gehen aber, wie spater 
zu besprechende Versuche zeigen, auch in der Niere ausschlieBlich 
in (—)-Milchsiure tiber. Somit ist die vorwiegende Bildung von 
unnatiirlicher linksdrehender Milchsiure aus Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure bei Zusatz gréBerer Mengen dieser Substanz geklart. 
Bei Zusatz kleinerer Mengen, die im Nierenbrei noch rasch um- 
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cesetzt werden kénnen (vgl. Versuch3), werden annahernd 48°/, (-+-)- 
Milchséure gebildet, und die entstandene (—)-Milchséure diirfte 
hier wohl im wesentlichen aus der ]-Komponente der Glycerin- 
aldehydphosphorséure entstanden sein. 


Da die Milchsiurebildung im Nierenbrei wenigstens in den ersten 
30 Minuten noch mit relativ groBer Geschwindigkeit verlauft, ist anzunehmen, 
daB das Glykolysevermégen im intakten, normal mit Sauerstoff versorgten 
Organ ungleich starker ist als im Nierenbrei. Doch ist es jedenfalls bemerkens- 
wert, daB in der zerkleinerten Niere unter anaeroben Bedingungen auch jene 
Fermente so leicht gehemmt oder geschidigt werden, die véllig anaerob ver- 
laufende Reaktionen katalysieren. Ob daraus gefolgert werden darf, daB die 
oxydativen und anoxydativen Abbaureaktionen in der Niere und in den 
anderen stark atmenden Organen noch viel inniger miteinander verkoppelt 
sind, als wir es uns heute vorstellen, sei dahingestellt. 

Es ist ferner auffallend, daB aus d,l-Glycerinaldehydphosphorsaure bei 
Zusatz gréBerer Mengen (vgl. Versuch 1) weniger natiirliche Milchséure gebildet 
wird als aus Glucose und Hexosediphosphorsaure. Doch ist zu beriicksichtigen, 
daB jedenfalls beim Abbau der Hexosediphosphorsiure mit gré8ter Wahr- 
scheinlichkeit die beiden Triosephosphorsiuren entstehen, naimlich neben 
der Glycerinaldehydphosphorsaure auch die Dioxyacetonphosphorsaure, vgl. 
S. 35 u. 36. Es erscheint daher durchaus erkliarlich, da8 bei alleiniger An- 
wesenheit der Glycerinaldehydphosphorsiure die weitere Dismutation lang- 
samer erfolgt als in Gegenwart von Dioxyacetonphosphorsaure. 


Da also in Versuch 3 aus der racemischen Form der Glycerin- 
aldehydphosphorsiure annihernd soviel rechtsdrehende wie lnks- 
drehende Milchsiure entstand und da die iiberschieBende Bildung 
von (—)-Milchsiure in den Versuchen 1 und 2 auf den Umstand 
zurickzufiihren ist, daB die zu reichlich zugesetzten Mengen der 
T'riosephosphorséure auf dem unphysiologischen Wege iiber Methyl- 
clyoxal oder Glycerinaldehyd abgebaut wurden, diirfen wir die 
Glycerinaldehydphosphorsiéure wohl mit Recht als ein normales 
Zwischenprodukt des Kohlenhydratabbaus in der Niere ansehen. 
DaB auch hier die rechtsdrehende, wohl der d-Reihe zugehdérige 
Komponente der 8-Glycerinaldehydphosphorsiure diejenige Form 
ist, die allem auf dem normalen Wege, naémlich unter Dismutation 
zu Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure, abgebaut 
wird, ist schon deshalb wahrscheinlich, weil die aus Muskel- oder 
Giransitzen isolierte optisch aktive Phosphoglycerinséure, die ja 
das natirliche Dismutationsprodukt der rechtsdrehenden Glycerin- 
aldehydphosphorsiure darstellt, im Nierenbrei ausschlieBlich in 
rechtsdrehende Milchsiure tibergeht. 

Durch die nunmehr zu schildernden Versuche mit den Dis- 
mutationsprodukten der Glycerinaldehydphosphorsiéure, der Phos- 
phoglycerinséure und der daraus entstehenden Brenztraubensaure 
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einerseits sowie der Glycerinphosphorsiure andererseits, wird die 
intermediére Bildung der phosphorylierten Aldehydstufe weiter 
experimentell gesichert. Kine Untersuchungsreihe mit den ge- 
nannten Substanzen ist in Tab. II gesondert wiedergegeben. 


Tabelle II. 


Versuch 7. 100g Nierenbrei im 2 fachen Volumen CO,-gesittigter 2°/, iger 
NaHCO,-Lésung. 2'/, Stunden bei 37° exponiert. 
(Zu Ansatz 2—7 wurde je 0,01 Mol. der betreffenden Substanzen zugegeben.) 



































1 | 2 | s | 4] 5 | 6 
ga |2 a Milchsiuregehalt 
f= or =| in der Rohfraktion 
a a ae a der Zinksalze 

iis <£s/]N2 | (aus */, des Gesamt- 
sfoal8en ansatzes) 
satz Zugesetzte Substanzen Rs | oa — : 
: gee s°5 titri- polari- 
Nr. tO ak . %©= | metrisch | metrisch 
so" |38 | Gesamt- | (opt. akt. 
7.2 |. 8 | milchsre.)| Milchsre.) 
Hs ias in mg | in mg 
1 — 179 — 97 | 101 (+) 
2 | 1,89 g Phosphoglycerinsiure 332 153 180 178 (+) 
(aus Muskel) 
3 | 1,89 g Phosphoglycerinsiure 296 yr nat 
1,72 g Glycerinphosphorsiure | { °”° - ia ane 
4 | 1,86 g Phosphoglycerinsiure 317 138 
(aus Giiransiitzen) 
5 | 1,86 g Phosphoglycerinsiure — _ ,; eas 
1,72 g Glycerinphosphorsiiure sats an — | ee 
0,88 g Brenztraubensiure 384 205 217 212 (+) 
0,88 g Brenztraubensiure - - in 
1,72 g Glycerinphosphorsiiure on _ _ B04 (+) 


Aus Spalte 3 dieser Tabelle ist die im Schenckfiltrat ermittelte 
Gesamtmilchsdure, aus Spalte 4 die aus den zugesetzten Sub- 
stanzen gebildete, und aus 5 und 6 die in der noch nicht krystalli- 
sierten Zinksalzfraktion titrimetrisch und polarimetrisch bestimmte 
Milchséiuremenge zu entnehmen. Ansatz 1 war der Nullversuch. 
Im Ansatz 2 wurde schon bei alleinigem Zusatz von Muskel- 
Phosphoglycerinséure — im Gegensatz zu den entsprechenden 
Versuchen am Muskelbrei — eine betriachtliche Menge Milchsaure 
gebildet, die, wie Versuch 3 zeigt, auch bei gleichzeitigem Zusatz 
von Glycerinphosphorséure nicht mehr weiter zunahm. Die Ver- 
suche 4 und 5, denen aus Giransitzen gewonnene Phospho- 




















Uber die anaerobe Glykolyse in der Niere. 105 


clycerinséure*) zugesetzt worden war, zeigen praktisch das gleiche 
Ergebnis. 

Bei Ansatz 6 ergab sich, da auch aus Brenztraubensiure 
bei alleinigem Zusatz schon betrachtliche Mengen Milchsiure ent- 
stehen, die noch wesentlich gréfer sind als in den Versuchen mit 
Phosphoglycerinséure. Endlich zeigte sich bei Ansatz 7, daB bei 
cleichzeitigem Zusatz von Brenztraubenséiure und Glycerinphos- 
phorsiiure die zusatzlich gebildete Milchsiuremenge doppelt so 
croB ist wie bei alleiniger Zugabe von Brenztraubensiaure. 

Aus den Spalten 5 und 6 der Tab. II geht hervor, dab bei 
allen Ansaétzen die in der Zinklactatfraktion ermittelte Milchséure 
im wesentlichen aus der rechtsdrehenden Form bestand. Im all- 
cemeinen stimmen die titrimetrisch bestimmten Werte der Gesamt- 
milchsiure mit der polarimetrisch ermittelten (-+)-Milchsiure 
praktisch tiberein; nur in jenen Ansatzen, denen Glycerinphosphor- 
siiure zugesetzt war, ergeben sich auBerhalb der Fehlerbreite 
liegende Unstimmigkeiten. Es erscheint mir deshalb nicht als 
ausgeschlossen, daB auch schon unter diesen Bedingungen bei 
der Dehydrierung der Glycerinphosphorsiure die reichlich ent- 
stehende Triosephosphorséure — wie zugesetzte Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure — im Nierenbrei nicht mehr rasch genug auf dem 
normalen Wege abgebaut werden kann, sondern direkt dephos- 
phoryliert und tber Methylglyoxal in (—)-Milchséure umgewandelt 
wird. Kin weiterer Versuch mit gleichzeitigem Zusatz von Brenz- 
traubensiure und Glycerinphosphorséure ist noch in Tab. I als 
Versuch 4 aufgefiihrt. Das Ergebnis ist das gleiche wie bei An- 
satz 7 der Tab. II. 

In diesen Versuchen zeigte sich also, dab im Nierenbrei — im 
Gegensatz zum Muskelbrei — schon von vornherein Substanzen vor- 
handen sind, die als Wasserstoffdonatoren fiir die Hydrierung der 
srenztraubenséiure dienen kénnen. Da aber die Menge der nach 
Zusatz von Brenztraubensiure gebildeten Milchséiure bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Glycerinphosphorsiure fast auf das Dop- 
pelte gesteigert wird, kann wohl kein Zweifel dariiber bestehen, 
daB die letztgenannte Substanz in der Niere wie im Muskel den 
adaquaten Wasserstoffdonator fiir die Hydrierung der Brenztrauben- 
sdure darstellt. Damit erscheint auch die Rolle der Glycerin- 
phosphorséiure als physiologisches Zwischenprodukt des Kohlen- 
iydratabbaus in der Niere experimentell gesichert. 


*) Diese ist mit der aus Muskelbreiansitzen gewonnenen Phospho- 
glycerinsdure véllig identisch. Vgl. Lehnartz, S. 90. 
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Aus alledem geht jedenfalls mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
hervor, daB der Kohlenhydratabbau bis zur Milchséure bzw. Brenz- 
traubensiure — soweit er unter intermediarer Bildung von Hexose- 
phosphorsiureestern erfolgt — in der Niere tiber die gleichen 
Zwischenstufen verliuft wie im quergestreiften Muskel, 

Existiert nun aber in der Niere neben der Glykolyse iiber 
Phosphorsiureester noch ein anderer Weg des Zuckerabbaus iiber 
nicht phosphorylierte Zwischenstufen? Bei Versuchen mit d,l-Gly- 
cerinaldehyd (Versuch 6 der Tab. I) und mit Dioxyaceton erga) 
sich zunachst, daB ersterer nur in ganz geringem Mafe in Milch- 
siure umgewandelt wird und daf dabei ausschlieBlich die links- 
drehende Form entsteht, wahrend das Dioxyaceton — wie im 
Muskel — iiberhaupt keine Milchsiure liefert. Bei Versuchen mit 
synthetischem Methylglyoxal zeigte sich, da dieser Ketonaldehyd 
in der Niere mit noch gréBerer Geschwindigkeit als im Muskel zu 
Milchsiure umgelagert wird. So wurde in Versuch 5 der Tab. I 
bei Verwendung von 50 g Nierenbrei etwa 1,6 g Milchséure nach 
Zusatz von 2,5 g Methylglyoxal gebildet, bei Verwendung von 
100 g Muskelbrei nach Zusatz der gleichen Menge Methylglyoxal 
jedoch nur 0,52 g Milchsaure. 

Die Méglichkeit, daB das gewohnliche synthetische Methyl- 
glyoxal auf fermentativem Wege unter innerer Dismutation direkt 
in rechtsdrehende Milchséure umgelagert wird, besteht aber auch 
fiir die Niere offenbar nicht, weil aus dem Ketonaldehyd im Nieren- 
brei fast ausschlieBlich linksdrehende Milchsaéure entsteht*). Vel. 
Versuch 5, Sp. 17. 

SchlieBlich habe ich noch die Méglichkeit gepriift, ob Methy!- 
glyoxal vielleicht indirekt, nimlich tber Brenztraubensiaure, in 
Milchséure umgewandelt werden kénnte. Dann wiirde natiirlich 
(+)-Milchsiure entstehen. Dieser Gedanke lag deshalb nahe, weil 
die Brenztraubensiure als Aktivator*) der Tumorglykolyse, die 
ja ohne intermediare Bildung von Hexosephosphorsiureestern ver- 





*) Die Berechnungsweise sei fiir diesen Versuch kurz angegeben. In der 
Rohfraktion B, sind vorhanden: 915 (—)-Milchsaure und 1091—915 = 176 mg 
(+)-Milchsiure, d. i. 915 + 88 = 1003 mg (—)-Milchsiure und 88 mg 
(+)-Milchsaéure. Wenn wir den B,-Wert 53,3 mg (Sv. 11) abziehen, so er- 
gibt sich, daB noch 88—53,3 = 34,7 mg (+-)-Milchsiure auf den Zusatz 
zuriickgefiihrt werden miissen. Im ganzen Ansatz sind also aus Methyl- 
glyoxal 1672 (—)-Milchsaiure und 57,8 mg (-+-)-Milchsiure entstanden. 

Die Bildung dieser kleinen Menge von rechtsdrehender Milchsaure aus 
Methylglyoxal kénnte im Sinne der weiter unten 8. 107 erérterten Méglich- 
keit gedeutet werden. 
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laufen soll?), erkannt worden ist, und weil ferner unter aeroben 
Bedingungen aus Methylglyoxal tatsichlich Brenztraubensaure ge- 
pildet wird. Wenn das Methylglyoxal als Wasserstoffdonator fiir 
die Hydrierung der Brenztraubensiure fungieren kénnte, so be- 
stiinde die Méglichkeit, daB schon bei Anwesenheit geringer Brenz- 
traubensiuremengen Methylglyoxal iiber die erstgenannte Sub- 
stanz in rechtsdrehende Milchsiure umgewandelt wird. 
CH,COC OH > CH,COCooH 


“ 
a“ 
- 





aid 
i 


Y Y k 
CH,C 0 COOH 





> CH,CHOHCOOH 


Dieser Dismutationsvorgang ist iibrigens garnicht an eine 
primire Oxydation des Methylglyoxals zu Brenztraubensiure, 
also an aerobe Bedingungen, gebunden, da ja vielleicht auch 
andere in der Niere vorhandene Wasserstoffacceptoren fiir 
eine Dismutation mit dem Methylglyoxal in Betracht kommen. 
In jenen Organen aber, bei denen eine Glykolyse itiber phos- 
phorylierte Zwischenstufen auch nur in geringemm Grade nach- 
weisbar ist, entsteht natiirlich fiir die Einleitung dieses Dis- 
mutationsvorganges geniigend Brenztraubensiure aus Phospho- 
elycerinséure. 

Tatsichlich 14Bt sich nachweisen, daS im Nierenbrei bei 
cleichzeitigem Zusatz von Brenztraubensiiure und Methylglyoxal 
mehr rechtsdrehende Milchsiéure entsteht als bei alleiniger Zugabe 
der gleichen Brenztraubensiuremenge. Die Hauptmenge des zu- 
gesetzten Methylglyoxals wurde aber auch unter diesen Be- 
dingungen wieder in linksdrehende Milchsiure umgewandelt, 
wobei allerdings zu beriicksichtigen ist, daB die Verhaltnisse in 
der lebenden Zelle niemals durch derartige Zusatzversuche re- 
produziert werden kénnen. 

Wenn also in der Niere neben dem nachgewiesenen Abbauweg 
iiber phosphorylierte Zwischenprodukte ein anderer ohne inter- 
mediaére Bildung von Phosphorséureestern iiber Methylglyoxal 
verlaufen sollte, so diirfte auch in diesem Falle mit groBer Wahr- 
scheinhichkeit Brenztraubensiure als weitere Zwischenstufe ent- 
stehen. 


Zusammenfassung. 
Im Nierenbrei wird aus den gleichen Substanzen, die als 
Intermediaérprodukte der Glykolyse im Muskel erkannt worden 
sind, rechtsdrehende Milchsaure gebildet. 


108 Hans Jost, Uber die anaerobe Glykolyse in der Niere. 


Daraus geht hervor, daB die Kohlenhydrate in der Niere iiber 
die gleichen Zwischenstufen wie im Muskel, also tber Hexose. 
diphosphorsiure, Triosephosphorsiure und deren Dismutations. 
produkte bis zur Milchsiure bzw. bis zur Brenztraubensdure ab. 
gebaut werden kénnen. 

Die Frage, ob in der Niere auBerdem noch ein anderer Abbau- 
weg, ohne Bildung von phosphorylierten Zwischenstufen besteht, 
lieB sich noch nicht endgiiltig entscheiden. 

Insbesondere muB8B weiter experimentell gepriift werden, ob 
der intermediiére Zuckerabbau der stark atmenden Zellen aucl, 
iiber Methylglyoxal zur Brenztraubensiiure fiihren kann, die ja 
unter anaeroben Bedingungen zu (-+-)-Milchséure hydriert, nor- 
malerweise aber wohl direkt zu Endprodukten abgebaut wird. 


Bei der praktischen Durchfiihrung der Versuche war mir Frl. Liselotte 
Meier behilflich, der ich auch an dieser Stelle dafiir herzlichst danken 
méchte. 

Auch der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin 
ich fiir die Unterstiitzung meiner Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. 
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Die Elektrodialyse als Methode der Trennung 
und Bestimmung von Basen in biologischen Fliissigkeiten. 


I. Elektrodialyse waBriger Losungen von Carnosin, 
Kreatin und Kreatinin*). 


Von 
S. E. Severin**). 


(Aus dem Med.-chem. Laboratorium des I. Moskauer Medizinischen Instituts.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1934.) 


Im Schrifttum konnten wir keine anderen Angaben iiber die Iso- 
lierung und Trennung der Extraktivstoffe des Muskelgewebes mit 
Hilfe der Methode der Elektrodialyse finden, als die Arbeit Keils und 
Schiecks), die bei Elektrodialyse von Liebigextrakt den Ubergang 
des Kreatinins in den Kathodenteil des Dialysators bemerkten. 
Foerster und Schmidt’) trennten Aminosiuren und Hexon- 
basen; ihre Arbeiten beziehen sich bloB indirekt auf die be- 
sprochene Frage. — In der vorliegenden Arbeit wurde das 
Verhalten der wiBrigen Liésungen des Carnosins, Kreatins und 
Kreatinins im elektrischen Felde untersucht. 


Carnosin und Kreatin wurden aus Muskelgewebe nach den iiblichen, im 
Laboratorium des Akadem. W1. Gulewitsch angenommenen Methoden ®) ge- 
wonnen und gereinigt, Kreatinin aus Harn nach Benedict erhalten‘). Unter- 
sucht wurden die wiBrigen Lésungen der drei genannten Basen sowohl 
rein als nach vorherigem Siure- (Salpeter- oder Essigsiiure py = etwa 3,0) 
oder Alkalizusatz (Atzlauge oder Ammoniak py = etwa 10,0). Die Konstanz 


*) Vorgetragen in der Konferenz des Med.-chem. Laboratoriums am 
14. Juni 19380. 

**) Die Untersuchungen wurden im Laboratorium des weiland Aka- 
demikers Wl. Gulewitsch ausgefiihrt; seiner sei als Lehrer und Ratgeber 
an dieser Stelle mit tiefgefiihltestem Dank gedacht. 

!) Z. Biol. 88, 153 (1928). 

*) J. of biol. Chem. 56, 545 (1923). 

‘) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. pathol.-chem, 
Anal. S. 861 (1924). 

*) Ebenda S. 160. 
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der aktiven Reaktion (py) im Mittelteil des Dialysators wurde durch Zusatz 
von Siure oder Alkali, je nach Bedarf, unterhalten. Wihrend des Versuchs 
wurde auch der Wassertransport aus einer Zelle des Dialysators in die 
andere verfolgt. Das Carnosin wurde qualitativ unter Benutzung des 
Hopkinsschen Reagens*) bestimmt, Kreatin und Kreatinin qualitativ und 
quantitativ nach Folin (Jaffésche Reaktion). 


Die Versuche wurden gréBtenteils im modifizierten Modell 
des Paulischen Apparates (Fig. 1) ausgeftihrt, bei Anwendung 
von Membranen, die nach der Bjerrumschen Vorschrift ) aus 
5°/,iger Kollodiumlésung (Firma Kahlbaum) hergestellt waren. 


Die von Bjerrum zur Charakteristik der Membranen ein- 
gefiihrten Werte ,d“, ,,//* und ,,D“ schwankten in den Grenzen: 
d yon 0,009 bis 0,017, W von 0,7 bis 0,85, D (bei der Tempe- 
ratur 18,7—20,1°) von 3,4 bis 7,4-107~%. 

Es wurden auch Membranen aus 18°/, chromierter Gelatine 
und aus 18°/, und 12°/, essigsaurem Kollodium®) verwandt. 

Um die Tab. 2, 8.112 und 113, leichter verstiandlich zu 
machen, fiihren wir das kurze Protokoll eines der Versuche an. 


11. XI. Elektrodialyse einer Carnosinlésung mit NaOH-Zusatz. 


Carnosin wurde in der Menge von 0,0285 g in einem geringen Volumen 
Wasser gelést; es wurden 0,06 ccm 10°/, NaOH zugesetzt und auf 15 cem 
mit Wasser aufgefiillt; py = 11,0. 

In den Mittelteil des Dialysators wurden 12 cem gebracht, die 22,8 mg 
Carnosin enthielten; Konzentration des Carnosins = 190 mg-°/,. Membran 
aus 5°/, Kollodium; D (bei 19,7°) = 3,41 - 10-7; W = 0,723; d = 0,0069. 
Die alkalische Reaktion wird im Mittelteil durch Zusatz von n/10-NaVH 
erhalten; Indicator Thymolblau. Spannung 120 V; Stromstirke in Milli- 
ampére: bei Einschaltung des Stromes 13, erreicht schnell 30, schwankt 
alsdann zwischen 12 und 22 und erreicht zum SchluB Werte, die 30 iiber- 
steigen. 


Versuch nach 7 Stunden abgebrochen. 
































Zeit nach Beginn Priifung auf Carnosin a ; 
des Versuchs Kathodenteil Mittelteil Anodenteil 

1 Stde., 30 Min. fehlt viel fehlt 

2Stdn., 50 ,, ” ” ” 

S pp | Oe geringe Spuren | a ‘ 

6, 20, ” ” ) ” 











*) 10°/,ige HgSO,-Loésung in 5 °/, H,SO,. 
5) Kolloid-Z. 42, 97 (1927). 
®) Kolloid-Z. 39, 152 (1926), 
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Tabelle 1. 


Fliissigkeitswanderung. 
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Fliissigkeitsmenge in ccm > 
Teile Zu Hinzu- Ab- Zum 
des Begi gegeben | gelassen SchTuB , 
ginn Ms i chfu 
Dialysators ioe ~— —" res Anderung 
Versuchs | Versuchs | Versuchs | Versuchs 
Kathodenteil. | 27 20 28 | +1;+20 +21 
Mittelteil . . . 12 11,7 a : | ——oe ee 
Anodenteil. . 27 1 195 | — 7,5 — 6,5 
| + 1,0 














Die algebraische Summe ist nicht gleich Null (21 — 16,7 — 6,5 ¥ 0), 
da die zur Analyse entnommenen Proben nicht berechnet sind. 

Pj; nach Schlu8 des Versuchs: im Kathodenteil 11,7 

, Mittelteil 7,53 
, Anodenteil 2,88 

Die Analyse der erhaltenen Resultate, von denen ein un- 
bedeutender Teil in Tab. 2 wiedergegeben ist, berechtigt zu folgen- 
den Schliissen: 

1. Bei Elektrodialyse wibriger Lésungen von Carnosin, Kreati- 
nin und Kreatin wandern alle diese Stoffe in saurem Medium in 
der Kathodenrichtung, wobei Carnosin die gréBte Geschwindigkeit 
zeigt, Kreatin die geringste und Kreatinin eine Mittelstellung ein- 
nimmt. 

2. Der Zusatz von Atzlauge oder Ammoniak zu den Lisungen 
(p,, = 10—12) bringt die Wanderung des Carnosins nach der 
Kathodenseite zum Stillstand und hindert die Wanderung des 
Kreatinins und Kreatins nicht, obschon die Geschwindigkeit des 
letzteren ProzeBes wesentlich geringer ist als bei saurer Reaktion. 

3. Ohne vorhergehenden Zusatz von Siure oder Alkali zieht 
sich die Elektrodialyse des Kreatinins und Kreatins sehr lang hin 
und erfordert viel mehr Zeit als der Ubergang des Carnosins in 
die Kathodenzelle. 

4, Die bei saurer Reaktion ausgefiihrte Elektrodialyse darf 
als geeignete Methode bezeichnet werden, Carnosin, Kreatinin und 
Kreatin von Kolloiden abzutrennen, die unfaihig sind, Membranen 
zu passieren. 

5. Bei Arbeiten mit angesiuerten Lésungen ist der Wasser- 
transport aus der Mittelzelle des Dialysators in die Seitenzellen 
so erheblich, da8 zum Schlu8 des Versuchs in der Mittelzelle 
bloB einige Tropfen Fliissigkeit iibrig bleiben. 
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*) 1. In der Spalte ,,Eigenschaften“ der Membranen 
woraus die Membranen hergestellt sind: 


18°), eG bedeutet 18 °/, chromierte Gelatine, 
12 °/, essigsaures Kollodium, 


12°, eK 
0; 
5°, K 


18 %/, 





ist angegeben, 


5%, Kollodiumldsung (Kahlbaum). 
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Tabel] 
39 Strom- 
Stoff fa & | = | stiirke in} Membran 
SS | > | Milliamp. 
rm a , 
@ og] — | Ver. 
s * | 42 
E Datum = g . ro bo 4 ae a | “a | such 
Z, 8 & ee =¢ = NZ <5 & . daue 
Benennung BS 3 mer iat S| 6 & = fs 
3 a8 So | des Ver e 
ne i Rad sme Mh. = = 
1] 21. IV. 27 Carnosin 1,1827| 120] 7,5 5 | 0 189/, eGi104| 1155 
2} 7. 1V. 28 ‘ 0,0363) 300] 7,5 | 12°), eK, re 5 [521 . 
3] 6. IIL. 28 0,0225) 200 ! | 18°/, eG 4.54200 - 
4} 22. III. 29 293 8 | 06] 5%, K 14,5] 24. 
5 | 24. III. 29] Carnosin -- HNO, | 290 30 | 6,01 5 59) K 45] 50M 
6 | 31. IIL. 29] Carnosin + NH,OH | 290 30 9 o K | 4,5] 178 
Tp1l. XT. 29 Carnosin + NaOH 0,0228) 190 13 = |>30 | 30) K K K | 45 ma? 
8] 19. IV. 28 Kreatinin 0,0228 270 18°/,eK 4,5 | 5288 
9} 1. 1X. 28 . 0,0180, 170 0,5} 0,04]18°/,eG 4,5] 923 , 
7 a ~ietey - o. 0,0195) 150 2,0} 0,1 5°/, K | 4,5] 354 . 
A. 2 reatinin 
+CH,COOH 00,0242! 230 2,0) 0,1 |18%,cG 46 
12] 26. IX. 29] Kreatinin + HNO, |0,0162) 125 12,0, 8,0 | 5%, K 4,5] 2 Std” 
| 37 Mi 
13] 14. X. 29 | Kreatinin + HNO, |0,0199) 150 16,0, 24 | 5%, K 4,5] 28t 
10 M 
14] 25. X. 29 | Kreatinin + NaOH |0,0206) 165 4,0) 18 5°, K | 4,5] 28 Sq, 
29. X. 29 | Kreatinin + NaOH (00,0175) 8,0) 30 3%) K 4,54 125 
21. XII. 29 Kreatin 0,0210 170 1,0 0,2} 5%, K | 4,5] 257 Stith. 
12.11.30 | Kreatin + NHO, 140 4,0 >30 5°, K 4,5] 86 a. 
11. I. 30 Kreatin + NaOH | | 130 |>1 4 0 >30 5°, K |4,5] 5 
21. XII. 29] Carnosin + MeO 0,0250; 190 28 |>30 | 5 /,K | 4,5] 248 
Kreatinin B\" |0,0204) 155 | 
2. VI. 30] Carnosin 0,023 | 230 3 0,2] 5°, K | 4,5] 97 
Kreatin 0,01 | 100 | 
Kreatinin 0,009 | 90 | 
2. VI. 30] Carnosin 0,023 | 230 30 |; 15 | 57K 14,5] 8 
Kreatin 14 HNO, |0,01 | 100 | | 
Kreatinin 0,009 | 90 | 
2] 2. VI. 30] Carnosin 0,023 | 230 7 | >30 5°, K | 4,5] 12 
Kreatin | +NaOH | 0.01 100 | | 
Kreatinin ‘0, 009 | 90 | 
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Fliissigkeitstransport nach i aseagel Verteilung des Stoffes nach 
iten der ee one Beendigung des Versuchs 
sateen Elektrodialyse Sung 

} oS } eS s-5) | wt | 

= ne ee eee: | 

fan] 3 = 4 v< «| " e - 

be ” td ™ 3 | ‘3 | & |Kathoden’ writeite | Anoden 

. - a8 ° teil | | teil 
: , wihrend des Si ial g 
in 10 Minuten ganzen Versuchs an | | 

+ + 7,7 | 6,7 | 6,5 + | abs. abs. 

| + | + ’ 

+ + + | abs. s 
+0,5 ecm 7,7 | 7,0 | 6,6 + | 9 ” 
+3,3 cem | 0,7 cem 7,9 | 3,4) 2,0 + | a " 
+1,2 ecm + ie abs. | + ’ 

+21ccm|-6,5cem] 11,7 | 7,5 | 3,0 | Spuren + in 
| l | 
| _ | A oe 
| = +  |5,6mg-°/,**)| 2 mg-°/, 

+ | + 8,4 | 7,8 | 5,8 | 15,5 mg | Spuren | abs. 

| | } | 

e | « ne * 115mg-%/,| abs. |0,18mg-"/, 
+0,12cem +0,02cem) + aa 8,4 | 4,1) 1,8 | 15,2 mg | vd | abs. 

+ + 7,4 | 4,0} 2,1 | 19,6 mg | ie is 

| | 
+15ceem -013cem + | — 11,6 | 8,4 3,1 + | 0,07 mg | ™ 
| '+45cem -17ccm] 11,6 | 8,5 3,4 | 17,1mg | 0,07mg | - 
|} + {| = + Spuren abs. 
| + + + ” ” 
| + + ’ 
o- |-29 cem -30cem | Spuren | + | abs. 
| | + + Spuren 
| + _ + | Spuren | abs. 
| | + | 0,09mg | 0,03 mg 
| | +- | 0,05mg | 0,12 mg 
| + $e | 4: abs. | abs. 
| | + | Spuren m 
| | + | ” ” 
| | | Spuren = " 
| | | + 1,6 mg Spuren 
| | + 1,8 mg m 





2. In den Spalten 14, 15, 16 und 17 ,,Fliissigkeitstransport“ bedeutet: 
+ Zunahme der Fliissigkeit im betreffenden Teile des Dialysators, 


— Abnahme ,, i 
+ Abwechselnde Zu- 
Teile des Dialysators. 


? 9 ”? 7 ?) ”? 
und Abnahme der Fliissigkeit im betreffenden 


**) Weniger als 0,03 mg. 
8 
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II. Bestimmung des Gesamtbasengehaltes in Blut, Serum 
und Erythrocyten '). 
Von 
N. P. Meschkowa und S. E. Severin. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Laboratoriums des Obuch-Instituts 
in Moskau.) 





Es sollte eine méglichst einfache Methode zur Bestimmung 
der Gesamtmenge anorganischer Basen in Blut, Plasma und 
Erythrocyten ausgearbeitet werden. Die dafiir vorgeschlagenen 
Verfahren lassen sich in zwei Gruppen einteilen: 1. die von 
Fiske?) beschriebene und von Stadie und Ross%) modifizierte 
und genauer ausgearbeitete Benzidinmethode, und 2. die Methode 
der Elektrolyse und Elektrodialyse* ). Mit dem ersten Verfahren 
hat sich in letzter Zeit eingehend Kirjan®) beschiftigt, der eine 
Reihe Ergiinzungen der Stadie-Rossschen Methode einfiihrte, 
die jedoch Fehler bis zu 3—4°/, nicht ausschlieBen. 

Mit Hilfe der Elektrodialyse bestimmten Bernhard und 
Beaver’) Kalium und Natrium im Blutserum und erhielten Werte, 
die von den Ergebnissen unmittelbarer Bestimmung um 25—30°/, 
abwichen. Wernicke‘) halt die Methode der Elektrodialyse zur 
Bestimmung des Gesamtbasengehalts des Blutplasmas fiir voll- 
kommen geeignet, benutzt aber gréBere Mengen Ausgangsmaterial 
(10 ccm). Da das Verfahren der Elektrodialyse aber ganz besonders 
einfach auszufihren ist, versuchten wir die Bestimmung der Gesamt- 
menge der Basen auf diese Weise etwas eingehender auszuarbeiten. 

Im September 1932, als diese Arbeit bereits abgeschlossen 
und in der Konferenz des Physiologischen Laboratoriums des 





1) Vorgetragen in der Biochem. Sekt. d. Mosk, Gesellsch. der Physiologen 
im Januar 1932. 

*) H. Fiske, J. of biol. Chem. 51, 55 (1922). 

3) W.C. Stadie u. E.C. Ross, J. of biol. Chem. 65, 735 (1925). 

4) R. Wernicke, C.r. Soc. Biol. Paris 89, Nr. 27, 748 (1923); Rev. de 
l'inst. bacteriol. 4, Nr. 1, 7 (1925). 

5) J. Stoddart, J. of biol. Chem. 74, 677 (1927); Belak u. Alfoldy, 
Biochem. Z. 214, 110 (1929). 

6) W. M. Kirjan, Biochem. Z. 237, 73 (1931). 

’) Bernhard u. J. Beaver, J. of biol. Chem. 69, 113 (1926). 
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Obuch-Instituts vorgetragen war, erschien in der Biochemischen 
Zeitschrift eine Arbeit Oldfeldts®), in der die Anwendung der 
Methode der Elektrodialyse zur Bestimmung der Gesamtmenge 
ler Basen in Salzlésungen von geringer Konzentration und einigen 

Fbiologischen Fliissigkeiten beschrieben ist. Bei Salzlésungen waren 
lie Resultate des Autors gut; bei Blut schwankten jedoch die 
Kontrollbestimmungen um 2—5°/,, d.h. sie iiberstiegen die Fehler- 
srenzen unserer Bestimmungen. 

Prinzip. Die zu untersuchende Liésung wird in die Mittel- 
ielle des Dialysators gebracht [modifiziertes Modell des Pauli- 
ischen Apparats (Fig. 1)], in die Seitenzellen wird elektrolytfreies 
Wasser gegossen; die Elektroden werden mit einer Quelle des 
Gleichstroms verbunden. Zu einer bestimmten und bekannten 
Menge Kathodenfliissigkeit* wird titrierte H,SO,-Lésung hinzu- 
segeben, deren UberschuB jodometrisch bestimmt wird. 


pT = = 4 e— 


Fig. 1. 


l. Bestimmung der Basenmengen in titrierten Lésungen. 


Bei Bestimmung des Basengehalts titrierter Lésungen von 
NaCl und KCl erhielten wir anfangs bestiaindig ein gewisses 
Defizit (6—7°/,) im Vergleich zum genommenen Ausgangswert. 
Dieser Fehler 1laBt sich bei Beachtung folgender Vorschrift ver- 
neiden: 1. Bei Bestimmung der Situremenge in stark verdiinnten 
Lisungen nach der jodometrischen Methode ist die Titration des 
reien Jods mit Thiosulfat nicht 5 Minuten nach KJ-Zusatz, wie 
neist empfohlen, zu beginnen, sondern nach 15 Minuten. Beachtet 
nan diese Bedingung, so laBt sich das schnelle Wiederauftreten 
ler Blaufirbung nach Beendigung der Titration vermeiden und 
las Ende der Titration genau feststellen. 2. Vor KJ-Zusatz ist 
lie saure Fliissigkeit (bestimmter Teil der Kathodentlissigkeit a 
UberschuB an n/100-H,SO,) 10—15 Minuten lang im kochenden 
@\asserbade zur Zersetzung kohlensaurer Salze, “die sich bilden 
connten, zu erhitzen. 













‘) C. 0. Oldfeldt, Biochem. Z, 251, 236 (1932). 


8 * 
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Bei Beachtung dieser VorsichtsmaBregeln lassen sich vollig 


zufriedenstellende Resultate erzielen (vgl. Tab. 3). 

















Tabelle 3. 
Menge der Basen in Milliiiquivalenten 
Unterschied in °, 
genommen | gefunden 
399,8 | 394,6 1,2 
399,8 398,5 — 0,3 
399,8 | 407,4 1,7 
399,8 395,6 —1,1 
158,0 | 158,4 +0,3 
158,0 | 159,9 +1,2 





Bei Fillung der Mittelzelle des Dialysators mit Calciun- 
salzen wird bloB ein geringer Teil derselben in der Kathoden- 
fliissigkeit gefunden. 

Dies wurde von Bernhard und Beaver’) bei Analyse des 
Blutserums bemerkt und veranlaBte die Autoren, die Vermutung 
zu iuBern, daB Calcium komplexe Kiweifverbindungen eingeht, die 
im Mittelteil des Dialysators zuriickbleiben. Bei Wiederholung 
ihrer Versuche gelang es uns nach Beendigung der Elektrodialyse 
weder in der ,,Anoden“- noch in der ,,Mittelfliissigkeit“ Calcium 
zu entdecken, trotz Zerstérung aller organischen Stoffe durcli 


vorhergehende Hydrolyse (Erhitzung mit konzentrierter Salpeter- | 


siure). Tatsichlich wird nicht das ganze Calcium in der Fliissigkeit 
der Kathodenzelle des Dialysators gefunden, und zwar deshalb nicht, 
weil das Calcium, sich als Metall an der Platinelektrode absetzend, 
langsam mit Wasser reagiert und nach der Reaktion eine verhiiltnis- 
miBig schwach ldésliche Verbindung gibt, die auf der Elektrode 
zuriickbleibt und nicht ganz in Liésung iibergeht. Es geniigt, nach 
Beendigung des Versuchs die Elektrode in eine verdiinnte Salzsiure- 
lésung zu bringen, um die Méglichkeit zu haben, die ganze fehlende 
Menge Calcium zu bestimmen. 


2. Bestimmung der Gesamtmenge der Basen im Seruu. 


Die Seitenteile eines dreikammerigen Dialysators, die vou 
Mittelteil durch Kollodiummembranen*) getrennt sind, werden mit 
elektrolytfreiem Wasser gefiillt. In die Mittelkammer werden 1—2 ccm 
Serum und 9—8 ccm Wasser gebracht und dann wird Gleichstrow 





*) Die Membranen wurden nach der Bjerrumschen Vorschrift her: 
gestellt. Kolloid-Z. 42, 97 (1927). 
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von 120 Volt eingeschaltet. 10—15 Minuten nach AnschluB des 
elektrischen Stromes dndert sich die Reaktion der Fliissigkeit in 
der Mittelkammer nach der sauren Seite (Py = etwa 4) und fallen 
KiweiBflocken aus, die oft recht fest der die Mittel- von der 
Kathodenkammer trennenden Membran anliegen. Das verhindert 
jedoch die Wanderung der Basen in den Kathodenteil des Apparates 
nicht, da Analysen der Gesamtmenge der Basen in unmittelbar 
der Elektrodialyse unterworfenem Serum und in solchem, das zuvor 
der Hydrolyse (Erhitzung mit konzentrierter Salpetersiure) unter- 
zogen wurde, gleiche Resultate ergaben (vgl. Tab. 4). 


Tabelle 4. 


Menge der Basen in Milliiquivalenten, gefunden bei Fiillung der Mittel- 
kammer des Dialysators mit Serum und mit Hydrolysat. 























Datum Serum Hydrolysat Unterschied in °/, 
13. I. 31 144,3 143,7 —0,4 
15. IL. 31 159,0 163,0 + 2,5 
17. IL 81 153,0 150,0 — 2,0 


Gut ist auch die Ubereinstimmung der Resultate paralleler Be- 
stimmungen (vgl. Tab. 5). 


Tabelle 5. 
Menge der Basen im Blutserum des Hundes in Milliiquivalenten 
(parallele Bestimmung). 














Datum 1 2 Unterschied in °/, 
1. XI. 30 148,9 152,0 2,1 
5. XI. 30 146,2 145,9 0,2 
11. XI. 30 180,2 131,8 1,1 

25. XI. 30 151,0 154,0 1,9 
27. XI. 30 155,0 157,4 1,5 
29. XII. 30 144,1 189,5 3,3 
5. I. 31 154,3 152,5 1,1 
27. II. 31 140,0 140,4 0,3 
7. III. 31 153,8 152,9 0,6 
20. IIT. 31 146,1 148,3 1,5 


3. Bestimmung der Gesamtmenge der Basen in Blut 
und Erythrocyten. 


Bei Fiillung des Mittelteils des Dialysators mit Lackblut oder 
mit himolysierten Erythrocyten haftet das ausflockende EiweiB in 
dichter Schicht an der Kathodenmembran und hindert den weiteren 
Verlauf des Prozesses. 
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Ks erwies sich als praktisch, sich des KiweiBes durch Fiallung 
mit Trichloressigsiure zu entledigen; es sind hierbei aber einige 
VorsichtsmaBregeln zu beobachten. 

1, Es darf schlieBlich die Konzentration der Trichloressig. 
siure bei der EiweiBfallung nicht 21/,—3°/, iibersteigen, denn 
anderenfalls neutralisiert die Siiure bei Diffusion in die Seitenteile 
des Dialysators die Basen in der Kathodenfliissigkeit und es kommt 
dabei zu erheblichen Fehlern in den Analysen. 

Aus demselben Grunde darf die Kathodenfliissigkeit zur Unter- 
suchung erst nach mehrfachem AbgieBen und Ersetzen durch Wasser 
der Fliissigkeit der Anodenkammer genommen werden, wohin 
wihrend der Elektrolyse die Trichloressigsiure wandert. 

2. Man soll zu starke Stréme vermeiden, die zu energischer 
Elektrolyse und zu Erhitzung der Fliissigkeit fiihren; dabei iindert 
sich die Filtrierfihigkeit der Membranen und lockert sich nicht 
selten die hermetische Verbindung der einzelnen Teile des 
Dialysators. 


+ 





Rheostat 


Nd 


| Apparat 


<a 


—y-—---+ 


Fig. 2. 


Tabelle 6. 
Gesamtmenge der Basen in Blut und Erythrocyten des Hundes in Milli- 
iiquivalenten (Resultate paralleler, gleichzeitig in zwei verschiedenen 
Dialysatoren ausgefiihrter Bestimmungen). 





























Sidi 1 9 Unterschied 
in °/, 
10. VI. 31 136,0 133,6 1,8 
18. VI. 31 134,3 131,6 2,0 
23. VI. 31 148,6 145,8 1,9 
Blut 20. IX. 31 143,1 139,5 2,6 
5. II. 32 129.9 129,1 0,6 
27. IL. 32 125,3 124,0 1,0 
7. Ill. 32 140,8 139,9 0,7 
20. IIL. 32 137,6 136,2 1,0 
20. IX. 31 123,1 119,8 2,8 
| 30. IX. 31 134,6 133,0 1,2 
Erythro- 5. XI. 31 131,6 128,9 2,1 
even 1. XII. 31 119,0 118,0 0,9 
9.1. 32 134,6 132,0 2,0 
| 5. XII. 32 125,0 122,9 1,7 
20. III. 32 132,4 128,5 3,0 
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Um die Spannung und folglich auch die Stirke des Stromes 
zu regulieren, erwies sich als bequem, einen Rheostat in den Kreis 
einzuschlieBen, wie dies auf dem Schema in Fig. 2 niedergelegt ist. 

Bei Beobachtung der angegebenen VorsichtsmaBregeln er- 
halten wir bei parallelen Bestimmungen Resultate, die in recht 
befriedigender Weise tibereinstimmen (vgl. Tab. 6). 

Bei der Ausfillung des EiweiBes durch Trichloressigsaure 
ist die Méglichkeit der Adsorption von Basen durch den volu- 
minésen Niederschlag nicht ausgeschlossen. Es spricht jedoch 
manches gegen eine solche Vermutung. Erstens erhielten wir bei 
Fiillung der Mittelkammer des Apparats mit verdiinntem Serum 
und mit dem Filtrat nach Ausfillung der EiweiBkérper gut iiber- 
einstimmende Resultate (vgl. Tab. 7). 


Tabelle 7. 
Gesamtmenge der Basen in Millidquivalenten im Serum und im Filtrat 
nach Ausfillung der Serumeiweibkérper durch Trichloressigsiiure. 























Datum Serum Filtrat Unterschied in °/, 
23. VIL 31 144,8 141,8 — 2,0 
25. VI. 31 153,3 153,3 0 
20. IX. 31 145,8 143,9 LS 
26. IX. 31 168,2 166,9 —0,8 
30. IX. 31 148,5 150,0 +1,0 
6. X. 81 155,5 156,9 0,9 


Zweitens bestimmten wir den Basengehalt der Erythrocyten 
und berechneten auf Grund von Daten iiber das Erythrocyten- 
volumen den Basengehalt des Serums und des defibrinierten Blutes 
und erhielten auch gut iibereinstimmende Werte (vgl. Tab. 8). 


Tabelle 8. 


Gesamtmenge der Basen in Millifiquivalenten in Serum, 
Blut und Erythrocyten. 









































poe Gefundene Basen in (oo eeoage Unter- 
cyten- | asen in . 
—— volumen wn | Blut | Erythro- | Erythro- = 
m *, . | | eyten cyten in °/, 
— _ alate : aad p cid 
9.1. 31 52,0 163,4 | 142.1 | 124,1 122,5 —1,3 
9.1. 31 57,5 162,6 | 140,4 | 126,1 124,0 3,7 
7. IIL. 31 51,4 153,0 | 184,2 | 118,1 116,1 +-2,8 
20. IIL. 31 43,7 147,0 | 187,6 | 125,4 125,4 0 
27. IV. 81 61,9 160,9 | 1362 | 119,17 121,0 +1,1 
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Wiirden Basen durch den LHiweiBniederschlag adsorbiert 
werden, so miBten wir bei verschiedenem Hiweibgehalt des 
Serums (6—7°/,), des Blutes (18—20°/,) und der Erythrocyten 
(35—40°/,) bei der Berechnung gréfere Werte erhalten als die 
experimentell gefundenen. 

Drittens fanden Stadie und Ross keine Abnahme der Basen 
bei EiweiBfallung mit Trichloressigsiiure. 


Ausfiihrungsbestimmung. 


Auf Grund unserer dargelegten Beobachtungen geben wir 
folgende Vorschrift zur Bestimmung der Gesamtmenge der Basen 
in Blut, Erythrocyten und Serum. 

Nétige Reagentien. 1. Destilliertes Wasser, das durch 
Elektrodialyse von Salzen befreit ist, 2. n/100-H,SO,-Lésung, 
3. 1,5°/, ige KJO,-Lésung, 4. KJ, 5. n/100-Na,S,0,-Lésung, 
6. 1°/, ige Stirkelésung. 

Ausfiihrung. 2 ccm Blut oder bis zu bestiindigem Volumen 
abzentrifugierte Erythrocyten werden aus der Pipette in ein 
Erlenmeyerkélbchen gebracht, das 16 com Wasser enthilt. Nach 
Umriihren des Kolbeninhalts (villige Himolyse) werden 2 ccm 
25°/, ige Trichloressigsiure, die keine Basen enthilt, zugesetzt, 
das Kélbchen mit einem Stopfen verschlossen und _ geschiittelt. 


Das ausgefaillte KiweiB wird durch ein aschefreies Filter entfernt. °. 


5 ccm Filtrat, die 0,5 ccm Blut oder Erythrocyten entsprechen, 
werden in die Mittelzelle des Dialysators gebracht; die Seiten- 
zellen werden mit Wasser gefiillt, aber nicht bis zum Rande. 
Es muf im Auge behalten werden, da wihrend der Elektro- 
dialyse Wassertransport vorwiegend in der Kathodenrichtung statt- 
findet. Spannung und Stirke des Stroms werden durch die 
Schiebvorrichtung des Rheostats reguliert (vgl. Schema auf Fig. 2). 
Die Stromstirke soll 20 Milliampére nicht iibersteigen. Nach 
wiederholtem Ablassen der Anodenfliissigkeit und Ersatz derselben 
durch Wasser beginnt man die Mengen der Kathodenfliissigkcit 
in ein MeBkélbchen von 50 ccm Inhalt zu sammeln. In den 
Fallen, wo infolge mehrfacher Durchwaschung der Kathodenzelle 
das Fliissigkeitsvolumen 50 ccm iibersteigt, dampft man die Fliissig- 
keit in einem Platinschalchen im Wasserbade ein und fillt dann 
wieder auf das bestimmte Volumen (50 ccm) auf. Dem MeBkdélb- 
chen entnimmt man Proben von 10—15 ccm, setzt 5 ccm 
n/100-H,SO, hinzu, erhitzt im kochenden Wasserbade 10—15 Mi- 
nuten lang, laiBt abkiihlen, gibt 1 ccm 1,5°/, ige KJO,-Lésung 
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hinzu und 50 mg trocknes KJ, riihrt um und titriert nach 
15 Minuten das abgeschiedene Jod mit n/100-Na,S,0,-Lésung; als 
Indicator dient 1°/,ige Stirkelésung. Bei Analyse von Serum 
oder Plasma kommt in die Mittelkammer des Dialysators kein 
Filtrat nach EiweifSfillung, sondern um das 5—10 fache ver- 
diinntes Serum oder Plasma. 

Berechnung. Gesetzt den Fall, daB bei jodometrischer 
Titration von 5cem n/100-H,SO, 4,98 com n/100-Na,S,O, auf- 
gingen; bei der Blutanalyse gingen auf 10 ccm aus dem Meb- 
kélbchen (von 50 ccm) genommene Kathodenfliissigkeit nach Zusatz 
von 5cem H,SO, ,m“ com n/100-Na,S,0, auf; dann betriagt die 
Menge der Basen im Blut in Milliiquivalenten: 

(4,98 — m) + 50+ 1000 
10-05-1000 


Zusammenfassung. 


1. Das Verfahren der Elektrodialyse eignet sich zur Be- 
stimmung der Gesamtmenge der Basen in Blut, Erythrocyten und 
Plasma. 

2. Bei Bestimmung der Gesamtmenge der Basen in Blut 
und Krythrocyten ist Eiwei8 zuvor auszufillen. 

3. Die Menge des zur Ausfiihrung der Analyse erforderlichen 
Materials betrigt fiir Plasma und Serum 1 ccm, fir Blut und 
Erythrocyten 2 ccm. Der Fehler der Methode ist bei Einhaltung 
der oben angegebenen VorsichtsmaBbregeln nicht gréBer als 2°/,. 
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Bedeutung gekoppelter Reaktionen 
niederer aliphatischer Kohlenstoffverbindungen 
fir Kohlenhydrat- und Fettabbau. 


Von 
Rolf Meier und Kurt Ballowitz. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1934.) 


Der Stoffumsatz im Tierkérper ist nach der Richtung der quantitativen 
Bilanz stofflichen und energetischen Umsatzes weitgehend bekannt. In 
bezug auf die qualitative Verwendung und den intermediiren Umsatz der 
entstehenden Produkte sind wesentliche Fragen unbeantwortet. Es sind in 
den letzten Jahrzenten auBerordentlich wichtige Befunde iiber die Wege 
dieser Umsetzungen und die entstehenden Zwischenprodukte auf allen Ge- 
bieten des Stoffwechsels erzielt worden. Es seien nur die Namen Knoop, 
Neuberg, Meyerhof, Thomas, Warburg in diesem Zusammenhange 
erwihnt. 

Besonders eine Frage scheint wesentliche Schwierigkeiten der Auf.- 
klirung entgegenzusetzen: die Umsetzung der aus den verschiedenen organi- 
schen Verbindungen entstehenden einfachen Endprodukte. Diese Ansicht 
iiuBert auch neuerlich E. Schmitz’). Diese Reaktionen sind nicht nur 
wegen ihrer energetischen Bedeutung wichtig, sondern besonders auch des- 
wegen, weil sie die Bindeglieder der verschiedenen Stoffwechselwege 
bilden kénnen. 

Auffallend ist, daB im Eiweif-, Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel als 
Zwischenprodukte eine Reihe bestimmter Stoffe gefunden werden, die trotz ihrer 
verschiedenen Herkunft entweder die gleichen sind oder sehr groBe chemi- 
sche Ahnlichkeiten besitzen. 

Der Umsatz dieser Stoffe durch biologisches Material, Fermentsysteme 
oder Zellen wird zur Analyse benutzt, bietet aber besonders fiir die oxy- 
dativen Endreaktionen groBe analytische Schwierigkeiten. Der anorganisch- 
katalytische Umsatz bietet eine andere Méglichkeit, die besonders seit den 
Untersuchungen von Warburg?) iiber die Oxydation der Aminosiiuren 
und der Fructose bei physiologischer Temperatur und H-Ionenkonzentration 
in verschiedener Richtung bemerkenswerte Befunde gezeitigt hat. In einer 
Richtung war aber der Ausfall dieser Versuche unbefriedigend, insofern, 
als weder der oxydative Umsatz mit derselben Kohlensiurebildung wie im 
Organismus verliuft, noch die Endprodukte nach ihrer quantitativen Zu- 
sammensetzung physiologische waren. 


Es fiel dem einen von uns (M.) auf, daB bei fast all diesen 
Versuchen immer nur der Umsatz einer Substanz untersucht 
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wurde, wihrend bei den Umsetzungen im Organismus, auch schon 
bei relativ einfachen wie z. B. der Hefegirung, zwei Stoffgruppen 
‘iihnlicher, aber doch verschiedener Art beteiligt sind [Neuberg®)]. 
Es sei hier des weiteren auf die Versuche von Henze®) iiber die 
Bildung von Oxyacetonylaceton aus Methylglyoxal und Acetessig- 
siure, auf die von Embden’) gefundene Dismutation der Glycerin- 
phosphorsiiure und Phosphoglycerinsiure, das Meyerhofsche 
Girungsschema der Hefe hingewiesen. Daraus ergab sich die 
Fragestellung dieser Arbeiten: Werden katalytische Oxydations- 
reaktionen durch Zusammenbringen einfacher, Stoffwechselspalt- 
produkte darstellender C-Verbindungen bestimmend beeinfluBt und 
veriindert ? 

Das Prinzip dieser Versuche besteht darin, daB in der von 
Warburg?) angegebenen Weise in Phosphatgemisch die Oxydation 
einzelner Stoffe bestimmt und dann in Kombinationen die Ab- 
weichung vom Verhalten der Einzelsubstanz ermittelt wurde. Die 
Vermutung, daB hier mafbgebliche Reaktionsbeeinflussungen auf- 
treten, wurde bestatigt. In dieser ersten Mitteilung wird iiber 
das Verhalten einer Reihe solcher Kombinationen, die im wesent- 
lichen Kohlenhydratspaltprodukte darstellen, berichtet. 


Methodische Angaben. 


Die Umsetzung der Substanzen erfolgte in molaren Gemischen von Na- 
und K- -Phosphat, die nach Serensen’‘) ein pq von 7,4 besafen. Um den 
EinfluB einer Anderung der Katalysatormenge auszuscheiden , wurde eine 
Schwermetallmenge (CuSO, m/2500) zur maximalen Beschleunigung der 
Reaktion zugesetzt. Die Bestimmung des verbrauchten Sauerstofis und der 
gebildeten Kohlensiure, deren Werte auf 0° und 760 mm Druck korrigiert 
wurden, erfolgte nach den Angaben von O. Warburg. Temperatur des 
Thermostaten 38°C + 0,02. 

Um die Versuchsergebnisse immer einwandfrei miteinander vergleichen 
zu kénnen, wurde in der Regel die gleiche Menge der selbst im Phosphat 
oxy Substanz in den Anhang des Atmungstroges [vgl. bei O. War- 
burg®)]eingewogen, von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton 4,5mg = 0,05 m Mol, 
von Methylglyoxal 4,5 mg = 0,062 m Mol. In den Hauptraum wurde die 
selbst in Phosphat nicht oxydable Substanz in verschiedenem Aquivalent- 
verhiiltnis eingegeben. Nach Zusatz von 2 cem der Phosphatlésung in den 
Hauptraum und von 0,5 cem KOH zur Absorption der gebildeten Kohlen- 
siure bei der Sauerstoffmessung datierte der Versuchsbeginn von dem 
Augenblick des Einkippens der Phosphatlisung in das Anhangsgefi8 und 
damit des Mischens der reagierenden Substanzen. Ebenso erfolgte die Be- 
stimmung der gebildeten CO, nach der Warburgschen Methode. Um 
Fehlerquellen auszuschalten, wurde bei einigen Versuchen die CO, direkt 
in der zur Absorption benutzten Kalilauge bestimmt, die Ergebnisse bei 
Anwendung beider Methoden stimmten iiberein. 
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Nach den Erfahrungen von O. Warburg und M. Yabusoe?*) wurden 
die Substanzen direkt ohne vorheriges Reinigen durch Umkrystallisieren 
fiir die Versuche verwandt. Sie besafen siimtlich einen Reinheitsgrad von 
iiber 95°/,, lediglich die Glyoxylsiiure war 90°/,ig durch Verunreinigung 
mit Wasser und Spuren von Oxalsiiure. Ferner schien die Eigenschaft 
einiger Substanzen zu polymerisieren (z. B. von Glyoxal, Glyoxylsiure, 
Brenztraubensiure) keinen Einflu8 auf das Ergebnis der Reaktion zu baben. 
Von der chemischen Fabrik Dr. Theodor Schuchardt, Gérlitz, wurden 
folgende Substanzen bezogen: Glycerinaldehyd, Glyoxal, Glyoxylsiiure, 
Glykol, Glykolsiure, Glycerinsiiure, Crotonsiiure, Crotonaldehyd, Brenz- 
traubensiiure, E. Merck, Darmstadt, lieferte Livulose. Als Dioxyaceton 
wurde das Oxanthin der I. G.-Farben-Industrie, Leverkusen, verwandt. 
Methylglyoxal stellte in 1,5°/,ig wiBriger Lésung die chemische Fabrik von 
Dr. Fraenkel und Dr. Landau, Berlin-Oberschéneweide, her. 


Verhalten der untersuchten Einzelsubstanzen. 


Der Befund von Wind~°) laBt sich ohne weiteres bestiitigen, 
daf Glycerinaldehyd und Dioxyaceton eine sehr starke, Methyl- 
glyoxal und Livulose (auch Sorbose) eine geringere Oxydation in 
Phosphat aufweisen, daB aber die anderen untersuchten Substanzen, 
von denen wir besonders Glyoxal, Glyoxylsiure, Glykol, Glykol- 
siure, Glycerinsiure, Brenztraubensiiure, Valeriansiiure, Butter- 
siure, Propionsiiure erwahnen, allein in Phosphat keinen mef- 
baren O,-Verbrauch zeigten. Es fillt dabei ohne weiteres auf, 
daB anscheinend fiir diesen Umsatz ganz bestimmte Substanzen 
in Frage kommen, ohne da die Einzelheiten der Abhingigkeit 
durch die chemische Konstitution erklirbar sind. 

Die zuniichst gewihlten Kombinationen umfassen einen Partner 
mit ausgesprochener Oxydationsfihigkeit und einen allein nicht 
reagierenden Teilnehmer. 


Versuche mit Glycerinaldehyd und Dioxyacetongemischen. 

Setzt man so zu einer gleichen Menge von Glycerinaldehyd 
in Phosphatgemisch in Serien von Versuchen die verschiedenen 
niederen aliphatischen C-Verbindungen, Ketone, Aldehyde, Keto- 
carboxylsiuren, so zeigt sich, daf bei Messung des O,-Verbrauchs 
wahrend der Reaktion sich bei einzelnen dieser Stoffe charakte- 
ristische Unterschiede gegeniiber anderen nachweisen lassen. Teils 
wird die Oxydation des Systems gesteigert — oft nach anfing- 
licher geringer Hemmung —, in anderen Fillen tritt keine merk- 
liche Beeinflussung der Reaktion ein, teils wird der Sauerstofi- 
verbrauch sehr stark gehemmt. Da keine dieser zugesetzten 
Substanzen allein in Phosphat eine merkliche Sauerstoffzehrung 
zeigt, ist dieser Befund um so auffiilliger. Zu den Kérpern ersterer 
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Gruppe gehéren gewisse Ketone und Ketocarboxylsiuren; der 
einfachste Koérper der Art ist das Glyoxal. Fig. 1 zeigt einen 
Versuch, bei dem zu einer bestimmten Menge Glycerinaldehyd 
(0,05 m Mol, Kurve a) steigende Zusitze von Glyoxal gegeben 
wurden. Es ist ersichtlich, daB bei héherem Glyoxalgehalt die 
yverbrauchte O,-Menge zunimmt und bei einem molaren Ver- 
hiltnis von 0,05:1,0 das Optimum erreicht ist, bei Geringerwerden 
der Anfangsgeschwindigkeit. Bei weiterem Zusatz tritt dann 
schnell eine ausgesprochene Hemmung auf. Die Sauerstoffmenge, 
die fiir die Oxydation von 0,05 m Mol Glycerinaldehyd 0,0675 m Mol O, 
betriigt, steigt nach Zusatz von Glyoxal nach 131/, Stunden maximal 
auf 0,11 m Mol O,, also fast die doppelte Menge, an. 

Zur genaueren Charakterisierung der Reaktion wurde die 
Messung der gebildeten CO, nach der Methode von O. War- 
burg (a. a. O.) vorgenommen. Bei der Bestimmung der Werte fiir 
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Fig. 1. 
Oxydation von Glycerinaldehyd bei steigendem Zusatz von Glyoxal. Phosphatgemisch py 7,4. 
CuSO, m/2500. Abszisse: Zeit in Stunden. Ordinate: Verbrauchte cmm O,. Kurve a) Oxy- 
dation von 4,5 mg = 0,05 mMol Glycerinaldehyd. Hierzu wurden zugesetzt bei 6) 5,8 mg = 
0,1 mMol, ce) 23,2mg = 0,4 mMol, d) 58,0 mg = 1,0 mMol, e) 87,0mg = 1,5 mMol, f) 116,0mg 
= 2,0 mMol Glyoxal. 


CO,:O,, die wir aus Glycerinaldehyd erhielten, fiel auf, daB sie 
etwas geringer waren als die von Wind (a. a. O.) mitgeteilten. 
Wie die Tab. 1 zeigt, kann diese Differenz auf den Zusatz von 
Schwermetall, das bei unseren Versuchen zur Beschleunigung der 
Reaktion regelmiBig zugesetzt wurde, zuriickgefiihrt werden. Die 
ohne Kupferzusatz erzielten Ergebnisse stimmen mit den Wind- 
schen Versuchen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Es ist 
also bei der Schwermetallkatalyse eine Steigerung der O,-Aufnahme 
vorhanden, der eine verhiltnismifig geringere CO,-Abspaltung 
gegeniibersteht. 

Bei geringen Zusiitzen von Glyoxal iindern sich die Ergeb- 
nisse grundlegend. Trotz der gesteigerten Oxydation steigt die 
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Produktion von CO, auf die 2—3fache Menge an, wie die Tab. 2 | 


deutlich zeigt. Bei gréBeren Glyoxalzusiitzen kann dann ein 
respiratorischer Quotient bis iiber 1 erzielt werden. 

Wird die bei Ende der Reaktion insgesamt entstehende CO, 
aus dem in Fig. 1 dargestellten O,-Verbrauch und dem R.Q), 
der in Tab. 2 fiir jeden Glyoxalzusatz ermittelt wurde und sich 
gegen Knde des Versuchs nicht wesentlich andert, berechnet, so 
ergibt sich die folgende Ubersicht der Tab. 3. 


Tabelle 3. 


Zusatz von Glyoxal in steigenden Mengen zu 4,5 mg Glycerinaldehyd. 
Berechnung der maximal gebildeten CO, im Aquivalentverhiltnis zu den 
Ausgangssubstanzen. 




















. O,-Verbr. | CO,-Bil- ‘ 
Glycerin- 2 age O,-Ver- CO, -Bil- 
alashyd Glyoxal | CO, | in emm dung in brauch in dung in 

mMol mMol 0, nach — mMol mMol 
13'/,Stdn. | berechnet 

0,05 0,05 | 0,37 1730 640 0,077 0,029 

0,05 0,1 0,515] 1817 935 0,081 0,042 

0,05 0,4 0,98 2288 2240 0,10 0,10 

0,05 0,8 1,14 2400 2740 0,11 0,12 























Ks steigt also die absolute CO,-Menge anfangs bei geringen 
Glyoxalgaben schneller als bei héherem Glyoxalgehalt. Bei 
weiterem Zusatz wiirde die Kohlensiuremenge trotz Erhéhung 
des Verhiltnisses CO,/O, wieder abnehmen, da der O,-Verbrauch 
plétzlich unverhaltnismaBig stirker zuriickgeht. Es laBt sich 
mengenmibig auch hier ein Maximum der CO,-Bildung feststellen, 
das etwa mit dem gréBten O,-Verbrauch zusammenfiillt. 

Die gebildete CO,-Menge ist also dem zugesetzten Glyoxal 
nicht proportional, sondern es handelt sich wahrscheinlich um 
eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes, das abhiingig von 
der Konzentration der reagierenden Substanzen ist. Bei zunehmen- 
dem Glyoxalgehalt wird die Decarboxylierung vorherrschend, eine 
quantitative Spaltung tritt jedoch, wie sie bei den Fermentreak- 
tionen, speziell der Carboxylase vorhanden ist, nicht ein. Ledig- 
lich bei Aquimolarem Verhiltnis von Triose und Glyoxal ist sie 
annihernd anzunehmen. 

Wird an Stelle von Glyoxal Glyoxylsiiure in demselben mo- 
laren Verhiltnis zu Glycerinaldehyd zugesetzt, so ergibt sich 
kein wesentlicher Unterschied gegeniiber den auf Fig. 1 darge- 
stellten Kurven. Lediglich die absoluten Zahlen des verbrauchten 
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Sauerstoffs sind etwas héher. Es wurden bei einem Versuch 
nach 12 Stunden bei Zusatz von 0,1 mMol Glyoxylsiure zu 
0,05 mMol Glycerinaldehyd 2152 cmm O,, bei Zusatz von 0,4 mMol 
Glyoxylsiure 2598 cmm O, gemessen. Wie die Tab. 4 zeigt, geht 
die Decarboxylierung der Glyoxylsiiure sehr viel intensiver vor 
sich, die abgespaltene CO,-Menge ist erheblich héher. 

Diese Erscheinung steht jedenfalls mit dem héheren Sauer- 
stofigehalt der Glyoxylsiure in Zusammenhang. 

In derselben Weise wie Glycerinaldehyd reagiert Dioxyaceton 
mit Glyoxal und Glyoxylsiure. Wie schon Wind (a. a. O.) fand, 
ist die Oxydation des Glycerinaldehyds gleich der des Dioxyacetons, 
lediglich der Beginn der Kurve ist etwas steiler. Nach Fig. 2, 
die mit Glyoxylsiure aufgenommen wurde, scheinen jedoch die 
bei Ende des Versuchs bestimmten Sauerstoffmengen noch héher 


zu sein wie bei den entsprechenden Untersuchungen mit Glycerin- 
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i 9 
Oxydation von Dioxyaceton bei PN 9 von Glyoxylsiure. Abszisse: Zeit in 
Stunden. Ordinate: Verbrauchte cmm O,. Hauptraum: 2 ccm Phosphatgemisch py 7,4. 
CuSO, m/2500 Kurve a) Oxydation von 4,5 mg Dioxyaceton (0,05 mMol). Hierzu wurden 
zugesetzt bei 4) 9,2 mg=0,1 mMol, c) 36,8 mg=0,4 mMol, d) 92,0 mg=1,0 mMol Glyoxylsiaure. 
aldehyd. Die Abspaltung der CO, aus Versuchen mit Dioxyaceton 
ist in Tab. 4 dargestellt. 

DaB die Ketogruppe des Glyoxals und der Glyoxylsiure aus- 
schlaggebend fiir das Zustandekommen der Reaktion ist, beweisen 
Versuche, die in derselben Art mit Glykol und Glykolsiure an- 
gestellt wurden. Bei keiner dieser Substanzen konnte auch bei 
wechselndem Zusatz zu Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton eine Ande- 
rung des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber der Kontrollbestimmung 
lestgestellt werden, ebenso bestand keine erhéhte CO,-Abspaltung. 

Wie schon friiher O. Warburg und Jabusoe’) fiir die 
Fractoseoxydation und Wind‘) fiir die Glycerinaldehydoxydation 
festgestellt hatten, so besteht auch eine deutliche Abhiingig- 
keit von dem p, des Phosphatgemisches fiir diese Reaktionen. 
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Bei 4,5 mg Glycerinaldehyd + 5,8 mg Glyoxal wurden im Phos- 
phatgemisch ohne Cu-Zusatz nach 13 Stunden bei p,, 6,4 258 cmm 
Q,, bei p, 7,4 1245 cmm QO,, bei p,, 8,2 1725 cmm verbrauchten 
Siuerstoffs gemessen. 

Wenn auch bei Glyoxal- und Glyoxylsiiure keine direkten Be- 
zichungen zu biologischen Vorgiingen bisher mit Sicherheit sich auf- 
zeigen lassen, so scheint doch ein anderer Befund die Bedeutung 
dieser Ergebnisse darzutun. Die Brenztraubensiiure verhiilt sich 
nimlich im wesentlichen wie das Glyoxal und die Glyoxylsiiure, wie 
die Fig. 3 und die Tab. 5 zeigen. Auch hier scheint die Ketogruppe 
der Siure ausschlaggebend fiir das Zustandekommen der Reaktion 
zu sein. Ks sei darauf hingewiesen, daB die geringe Anfangs- 
geschwindigkeit vielleicht auf die Erniedrigung des p,, durch die 


Siure zuriickgefiihrt werden muB. Bei der Bestimmung des p 
Dd H? 
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Fig. 3. 
Oxydation von Glycerinaldehyd bei Zusatz von Brenztraubensiure. Anordnung wie Fig. 2. 
Kurve a) Oxydation von 4,5mg = 0,05 mMol Glycerinaldehyd. Zusatz bei b) 19mg = 
0,22 mMol, c) 40,l1mg = 0,46 mMol, d) 55,8mg = 0,63 mMol, e) 81,3mg = 0,92 mMol Brenz- 
traubensdure. 


die nach der Gerberschen Methode fiir die Phosphatlésung ein 
p,, von 7,20 ergab, konnte nach Zusatz von 40 mg Brenztrauben- 
siure zu 2 ccm Phosphatlésung eine Senkung auf p,, 6,74, nach 
Zugabe von 120 mg Brenztraubensiure eine Senkung auf p,, 6,31 
festgestellt werden. Gegen diese Annahme wiirde allerdings 
sprechen, daB auch bei Glyoxal die Anfangsgeschwindigkeit bei 
steigendem Zusatz geringer wird. Allerdings wiirde die Be- 
deutung dieser Reaktion in keiner Weise beeinfluBt werden, 
wenn auch eine Abhiingigkeit von dem p,-Wert vorhanden wiire. 

DaB die Wasserstoffioneninderung einen entscheidenden Kin- 
ub hat, glauben wir auch dadurch ausschliefen zu kénnen, dai 
in Versuchen, bei denen die Brenztraubensiure vorher auf das p,, 
des Phosphatgemisches gebracht wurde, das Ergebnis prinzipiell 
das gleiche war. 
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Bei den weiter fortgefiihrten Untersuchungen war vor allem 
der EinfluB der niederen Fettsiiuren auf die Reaktion von Belang. 
Wird Valeriansiure, Buttersiure oder Propionsiure zu Glycerin- 
aldehyd in Phosphat bei Cu"-Katalyse zugesetzt, so tritt lediglich 
eine Verzdgerung des Reaktionsverlaufs ein, eine Erscheinung, die 
wohl durch die Erniedrigung des p,, bedingt ist. Derselbe Vorgang 
liBt sich bei Zusatz von f-Oxybuttersiiure beobachten. Keine Ande- 
rung des O,-Verbrauchs bei Zuatz zu Glycerinaldehyd zeigten ferner : 
Glycerinsiure, Glycerin, Crotonsiure, Crotonaldehyd; letztere beiden 
Substanzen scheinen besonders deshalb von Wichtigkeit zu sein, weil 
eine Spaltung der Doppelbindung zwischen 2 Kohlenstoffatomen 
nicht anzunehmen ist. Glykol und Glykolsiure wurden schon 
oben erwithnt. Glycerin und Athylalkohol scheinen die Reaktion 
Glycerinaldehyd + Glyoxal nicht zu beeintlussen, wihrend Gly- 
cerinaldehyd + Brenztraubensiiure durch Glycerin gehemmt wird, 
nicht dagegen durch Athylalkohol. Die Angaben zeigen, wie ver- 
schiedenartig die Kombinationsméglichkeiten und die gegenseitige 
Beeintflussung der Stoffwechselprodukte beim nicht fermentativen, 
katalytischen Abbau sein kénnen. Um die Reaktion noch genauer 
zu charakterisieren, sei noch eine Zusammenstellung derjenigen 
Substanzen angefiihrt, die méglicherweise als Spaltprodukte des 
Glycerinaldehyds angesehen werden und sich mit Brenztrauben- 
siiure umsetzen kénnen. Wie die Tab. 6 darstellt, reagiert keine 
dieser Substanzen mit Brenztraubensiure. Wir schlieBen daraus, 
daB sie nicht als Reaktionsprodukte in diesem Mechanismus an- 


zusehen sind, 
Tabelle 6. 

Zusatz von 2-C-Verbindungen zu Brenztraubensiiure bzw. Glycerin- 
aldehyd. Lediglich bei Zusatz von Glyoxal zu Brenztraubensiiure ist eine 
sehr geringe Oxydation nachweisbar (45 mg Br-+ 15 mg Glyoxal, nach 
9 Stunden wurden 70cmm O, verbraucht). Keine zusitzliche Oxydation bei 
Glycerinaldehyd. 











Zusatz zu dem Phosphat- |Brenztrauben-| Glycerin- 
gemisch siiure aldehyd 


Bilmomei 10")... .. . = - 
Essigsiure 10°/,. . . . - -- 
Omeemure . . 2. ss ~ -- 
ee es se we Rs ~ - 
Glykolsiure . . . . . - ~ 
ee (+-) 








Wir haben uns ferner auch die Frage vorgelegt, ob nicht Acetaldehyd 
oder Aldol (das nach Friedmann") als die erste Vorstufe der Aceton- 
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kérperbildung angesehen wird) letzten Endes einen groBen Teil der Reak. 
tion ausmachen. Leider ergaben sich aus der Fliichtigkeit dieser Substanzey 
so groBe technische Schwierigkeiten mit der Warburgschen Methode, 
daB diese Reaktion nur mit komplizierteren chemischen Untersuchungen be. 
arbeitet werden kann. Bei gegebener Zeit werden hieriiber Verdéffent. 
lichungen erfolgen. 


Versuche mit Methylglyoxal. 


Kine ganz besondere Stellung nimmt das Methylglyoxal ein, 
Ks ist schon seit lingerer Zeit bekannt, daB die Substanz im 
Phosphat merklich, im Vergleich mit Glycerinaldehyd allerdings 
in sehr geringem AusmaBe, oxydabel ist, wie L. Ahlstrém und 
H. v. Euler!) fanden. C. Neuberg und M. Kobel?%) stellten fest, 
dah bei geeignetem p,, quantitative Umsetzung zu Brenztrauben- 
siiure stattfindet. 
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Fig. 4. 
Oxydation von Methylglyoxal bei Zugabe von Brenztraubenséiure. Kurve a) 4,5 mg Methy!- 
glyoxal. Zusatz von b) 22,0 mg, c) 45,4 mg, d) 88,3 mg Brenztraubensiure. - 


Werden die Versuche in analoger Weise wie mit Glycerin- 
aldehyd bzw. Dioxyaceton mit Methylglyoxal ausgefiihrt, so er- 
geben sich bei Zusatz derselben Substanzen charakteristische 
Unterschiede. Bei Zugabe von Glykol bzw. Glykolsiure tritt eine 
geringgradige Hemmung der Reaktion ein, ebenso auch bei £-Oxy- 
buttersiure. 

Die Befunde bei Brenztraubensiiure und Glyoxal ergeben 
insofern einen wesentlichen Unterschied, als mit ihrem Zusatz eine 
noch wesentlich héhere Oxydationssteigerung statthat. Der R.Q. 
steigt ebenfalls, z.B. bei Mischung von 4,5mg Methylglyoxal mit 
5,8 mg Glyoxal nach 2 Stunden auf 0,77. Die grundsitzliche Ver- 
schiedenheit der Ergebnisse mit Brenztraubensiure zeigen die Kurven 
der Fig. 4. Der O,-Verbrauch steigt bei einem molaren Verhiltnis der 
Substanzen von 1:5 auf die 3fache Menge an. Der Anstieg der 
Kurve, der bei geringem Brenztraubensiiurezusatz flach ist, wird bei 
gréBeren Mengen hiervon anfangs steiler, um bei Erreichen des 
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Maximums an Hohe gegeniiber den ersteren Kurven zuriickzubleiben. 
Wie die Fig. 4 zeigt, unterscheidet sich die Reaktionsgeschwindig- 
keit wesentlich von den friiher beschriebenen Umsetzungen. Der 
Q,-Verbrauch steigt hier von 0,015 auf 0,0464 mMol 0, an. 

' Die Bildung der CO, ist in Tab. 7 aufgezeichnet. Es sei 
hier darauf hingewiesen, daB der R.Q. bei Bestimmung allein aus 
Methylglyoxal schwankte und bei langerem Aufbewahren spiter 
anstieg, eine Erscheinung, die wohl mit der Zersetzlichkeit der 
Substanz in Zusammenhang zu bringen ist. Wegen der hohen 
Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion wurde die Bestimmung schon 
nach 2 Stunden vorgenommen. Aus 0,062 mMol Methylglyoxal 
werden nach 2 Stunden 0,002 mMol CO, gebildet. Werden hier- 
zu 0,55 mMol Brenztraubensiure gegeben, so steigt die CO,- 
Produktion auf 0,027 mMol. Es ist anzunehmen, daB ebenso wie 
bei den friiher beschriebenen Reaktionen auch eine Decarboxylierung 
der Brenztraubensaure vorliegt, da der R.Q. mit steigendem Brenz- 
traubensiiurezusatz auch héher wird. 


Versuche mit Laevulose. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die beschriebenen Reak- 
tionen schon am Hexosemolekiil eingreifen, oder ob sie nur fiir 
die Triosen méglich sind, wurden bei derselben Anordnung die 
Versuche auch auf die Laevulose iibertragen. Wegen der lang- 
samen Reaktionsgeschwindigkeit konnten quantitative Versuche 
nicht ausgefiihrt werden, es zeigte sich jedoch, daB bei Beobachtung 
iiber lingere Zeit siimtliche Substanzen, insbesondere auch Gly- 
oxal, Glyoxylsiure und Brenztraubensiiure, die Reaktion aus- 
gesprochen hemmten. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Wir haben versucht, uns iiber den Zusammenhang und die 
Reaktionsverhiltnisse der aufgefundenen Reaktionen eine Vor- 
stellung zu bilden. Da mit der Warburgschen Methode zunichst 
nur der respiratorische Umsatz bestimmt werden kann, kénnen 
liber die Einzelheiten des chemischen Umsatzes keine Angaben 
gemacht werden. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um eine 
gekoppelte Oxydationsreaktion, bei der bestimmte Reaktionsmecha- 
nismen beschleunigend wirken, andere dagegen nicht. Die ver- 
mehrte Oxydation und Kohlensiiurebildung kann so aufgefaBt 
werden, daB entweder einer oder beide Reaktionsteilnehmer nach 
beiden Richtungen an der Anderung des Umsatzes beteiligt sind. 
Aus den vorliegenden Befunden ergibt sich aus der quantitativen 
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Bestimmung des verbrauchten Sauerstofis zur produzierten Kohlen- 
siure kein eindeutiger Beweis dafiir, daB eine decarboxylatische 
Wirkung der reagierenden Substanzen eintritt. Er wiirde erst 
dann gewonnen sein, wenn mehr CO, gebildet wiirde, als aus dem 
vorbandenen Glycerinaldehyd entstehen kann. Unter der Annahme, 
daB die Glycerinaldehydoxydation in derselben Weise erfolgen 
wiirde wie ohne Zusatz, miiBte allerdings ein betrichtlicher Teil 
der Oxydation und noch ein wesentlich gréBerer Teil der CO,- 
Bildung auf die zugesetzte Substanz entfallen. Diese Annahme 
ist wahrscheinlicher aus dem Grunde, weil die Stoffe, die bei Zu- 
satz die Anderung der Reaktion bewirken, solche sind, die wegen 
ihrer chemischen Konstitution zur CO,-Abspaltung neigen. Es wiirde 
also, falls sich diese Deutung als zutrefiend erweist, ein spezifisch 
oxydativ decarboxylatisches System niederer Kohlenhydratspalt- 
produkte vorliegen, das mit einem R.Q. von 1 unter gegebenen 
Bedingungen spontan oxydiert. 

Bei der Frage nach der Bedeutung dieser Reaktion fiir bio- 
logische Vorgiinge lassen sich vielfache Hinweise aufzeigen. Die 
Sonderstellung, die die Fructose im gesunden und pankreas-dia- 
betischen Organismus bisher immer eingenommen hat, sei hier 
bemerkt. DaB in unseren Versuchen nur die Triosen in dieser 
eigenartigen Weise oxydieren, entspricht sehr wohl den Verhilt- 
nissen des Organismus. Auch hier scheint immer die primiire 
Umwandlung der Hexose in Triosephosphorsiiure als wichtige Vor- 
bedingung des Umsatzes in den Vordergrund zu treten. An die 
Versuche von Embden, Deuticke und Kraft sei erinnert, die 
den Nachweis der Triosephosphorsiiure aus Hexosediphosphat er- 
bringen. O. Meyerhof und W. Kiessling '*) wiesen die Glycerin- 
aldehyd-3-Phosphorsiure bei der Reaktion von Brenztraubensiiure 
mit «-Glycerinphosphorsiure nach. Nach KE. M. Case") kann auch 
die freie Triose (Methylglyoxal und Brenztraubensiiure) beim Ab- 
bau des Zuckers entstehen, die dann weiter zu Milchsiiure um- 
veformt wird. Nach Neuberg!) kann Glycerinaldehyd jederzeit 
in den normalen Kohlenhydratabbau eingereiht werden, es gelang 
ihm, die Substanz in einer Ausbeute bis 31°/, der theoretisch 
méglichen zu erhalten. Ferner konnte R. Stohr!) zeigen, wie 
weit die Triosen zur Bildung von Glykogen im Organismus heran- 
gezogen werden kénnen. 

Bei den Untersuchungen, die bisher iiber diese Vorgiinge an- 
gestellt wurden, handelte es sich immer darum, die Umsetzung 
eines dem Organismus oder dem Fermentsystem zugesetzten Stoffes 
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zu erfassen oder durch Beeinflussung des Reaktionsgleichgewichtes 
bestimmte Verbindungen nachzuweisen und in méglichst quanti- 
tativer Ausbeute abzufangen. Durch diese Reaktion ist mit grofer 
Wabrscheinlichkeit der Nachweis erbracht, daB es nicht méglich 
ist, im Organismus den Umsatz nur einer Substanz allein zu er- 
fassen, sondern daB bei Zusatz einer Verbindung Reaktionen mit 
solchen Produkten vor sich gehen kiénnen, die teils beim Abbau 
durch andere Stoffwechselvorgiinge entstehen, teils aber auch durch 
Synthese oder Spaltung vom Organismus hervorgebracht werden. 
Der Umsatz einer solchen Substanz muf dann von der Substrat- 
ansammlung an bestimmten Stoffen abhingig sein, er wird also 
von den Reaktionen, die mit ihm gekoppelt sind, begrenzt und 
in eine bestimmte Richtung gelenkt werden. Besonders wichtig 
wiirden dann diese Vorgiinge fiir die pathologisch verainderte Stof- 
wechsellage bestimmter Krankheiten sein, bei der es zur Aus- 
schaltung gewisser Fermentreaktionen kommt, wie z. B. beim 
Diabetes, und es ist vielleicht méglich, hier die Ursachen fiir die 
gegenseitige Abhingigkeit der Stoifwechselprozesse zu finden. 


Zusammenfassung. 
Es wird gezeigt, daB die Oxydation des Glycerinaldehyds und 


des Dioxyacetons in Phosphatgemisch, die mit niedrigem R.Q. von 
0,2 bis 0,3 verliuft, durch Zusatz von Glyoxal, Glyoxylsiure und 
Brenztraubensiure so veraindert wird, dai erhéhte Oxydation mit 
dem respiratorischen Quotienten | eintritt. 

Dasselbe geschieht bei Methylglyoxal in Gegenwart von Brenz- 
traubensiure und Glyoxal. 

Die Bedeutung solcher gekoppelter Reaktionen fiir die bio- 
logische Kohlenhydratoxydation wird besprochen. 
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Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen 
nach dem Prinzip der chromatographischen Adsorptionsanalyse. 
Von 
Alfred Winterstein und Karl Schon. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. September 1934.) 


III. Mitteilung'): Gibt es ein Chlorophyll c? 


Mit 2 Figuren im Text. 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit ,,Kine verbesserte 
Methode zur Reindarstellung von Chlorophyll a und b* stellt 
KF. P. Zscheile jr.”) Behauptungen auf, die geeignet sind, die 
Leistungsfihigkeit der chromatographischen Adsorptionsanalyse 
in ein falsches Licht zu setzen. Wir haben in unserer II. Mit- 
teilung gezeigt, daB die Trennung der beiden Chlorophylle sehr 
cut gelingt, wenn man das Chlorophyllgemisch aus einer Lisung 
von Benzin—Benzol an feinst pulverisierten Zucker adsorbiert und 
mit demselben Lésungsmittelgemisch zum Chromatogramm ent- 
wickelt. Bei Verwendung anderer Adsorptionsmittel wie Talcum, 
Calciumcarbonat, Natriumsulfat usw. werden die Chlorophylle nach 
unseren Erfahrungen zum Teil veriindert. Zscheile benutzt zur 
Reindarstellung der beiden Chlorophylle eine Kombination der 
Methoden von Willstitter-Stoll und von Tswett?). Nach seinen 
Angaben kann man durch chromatographische Analyse zwar reines 
Chlorophyll a darstellen, die Reindarstellung von Chlorophyll b 
soll auf diesem Wege aber nicht méglich sein. Zscheile halt das 
von uns nach Tswett dargestellte Chlorophyll b fiir Chlorophyll a- 
haltig. Diese Annahme stiitzt sich darauf, daB wir fiir Chloro- 
phyll b eine Absorptionsbande bei 614 mu angeben, wihrend er 
bei seinen Chlorophyll b-Priiparaten bei dieser Wellenlinge ein 
Minimum beobachtet hat. Chlorophyll a besitzt in diesem Bereiche 
eine schwache Absorptionsbande. In unserem Chlorophyll b sollte 
sich nach Zscheile Chlorophylla durch die bei 612,5 mu liegende 
Bande verraten. 
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Bei erneuter Nachmessung der Banden von Chlorophy]l- 
priiparaten, die in einer verbesserten Adsorptionsapparatur dar- 
gestellt worden sind, kénnen wir unsere friiher gemachten Angaben 
bestiitigen. Chlorophyll b besitzt danach bei 614 mu eine sehr 
scharfe, aber sehr schmale Bande, die nur in verhialtniBmibig 
hoher Konzentration zu erkennen ist. Die bei 612,5 my liegende 
Bande von Chlorophyll a unterscheidet sich von derjenigen des 
Chlorophyll b dadurch, daB sie breiter und verschwommener ist, 
so daB wir schon friither die Vermutung ausgesprochen haben, dab 
es sich um eine Doppelbande handeln kénne. In der Tat besitzt 
nach einer Untersuchung von Zscheile*) Chlorophyll a bei — 196° 
eine Bande mehr als bei + 25°. Anscheinend spaltet sich die 
bei 612,5 mp liegende Bande bei tiefer Temperatur in eine bei 
632,0 mu und eine bei 618,0 mu liegende auf. 

In der II. Mitteilung') wiesen wir darauf hin, daB sich kleinste 
Mengen Chlorophylla in Chlorophyll b-Priparaten dadurch zu er- 
kennen geben, dab die bei 663 mu und 432 mu liegenden Ab- 
sorptionsbanden auftreten und zwar in Verdiinnungen, bei welchen 
alle anderen Banden nicht mehr erkennbar sind. Diese beiden 
Banden sind aber bei unseren nach T'swett dargestellten Chloro- 
phyll b-Priparaten nicht vorhanden, woraus sich die Abwesenheit 
von Chlorophyll a ergibt. 

Als Kriterium fiir die Einheitlichkeit und Reinheit von Chloro- 
phyll b-Praiparaten haben wir auber den Elementaranalysen, die 
bei Zscheile fehlen, auch die Bestimmung des Extinktions- 
koeffizienten herangezogen. Fiir unsere besten Chlorophyll b- 
Praiparate wurde in der Abteilung Physik unseres Institutes bei 
einer Wellenlinge von 456myu, 2 = 350—360-10* (Benzol) gefunden: 
I, 
I 


2,30 
ced 


-= 850—360.-10° (d in Zentimeter, c¢ in Mol 
pro Liter’. 


log - 


Demgegeniiber findet Zscheile in itherischer Lésung fiir Chloro- 
phyll b bei 456 mu 





c-a 
daraus berechnet sich # = 236,9-10°. Der Absorptionskoeffizient 
des Zscheileschen Priparates ist also nur etwa ?2/, so 
groB wie der des unsrigen Priiparates, das von ihm durch 
Adsorption an Talcum gewonnene Chlorophyll b ist danach nicht 
rein gewesen. 
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Zscheile behauptet ferner, nach unseren Angaben sei die 
bei 663 mu liegende Bande von Chlorophyll a intensiver als die 
bei 432 mu liegende. Aus der in der vorigen Mitteilung!) wieder- 
cegebenen Absorptionskurve geht das Gegenteil hervor. Bei sub- 
jektiver Betrachtung im Spektroskop schien uns allerdings die bei 
663 mp legende Bande noch in gréSerer Verdiinnung erkennbar 
als die bei 432 my liegende. 

Zur chromatographischen Trennung der Chlorophylle hat 
Zscheile Talcum als Adsorptionsmittel verwandt. Er beobachtete 
beim Entwickeln mit Petroliither—Ather, daB zwischen der dunkel- 
sriinen Zone von Chlorophyll b und der blauen von Chlorophylla 
eine hellgriine Zwischenzone auftrat, welche ein bisher noch un- 
bekanntes Chlorophyll, das Chlorophyll c, enthalten soll. Diesem 
Chlorophyll ¢ schreibt er EKigenschaften zu, welche zwischen denen 
yon Chlorophyll a und Chlorophyll b liegen. Die Reindarstellung 
dieser dritten Chlorophyllkomponente ist Zscheile nicht gelungen. 

Um die Frage zu entscheiden, ob dieses Chlorophyll c existiert 
oder nicht, haben wir 1 g nach Willstitter und Stoll aus Brenn- 
nesseln dargestelltes Chlorophyll*) in der unten beschriebenen 
Apparatur an Zucker adsorbiert und durch Waschen mit viel 
Benzin zum Chromatogramm entwickelt. Schon hier lieB sich keine 
hellgriine Zwischenzone erkennen, Chlorophyll a und Chlorophyll b 
bildeten vielmehr scharf getrennte, einheitlich aussehende Zonen. 
Die unterste Schicht von Chlorophyll b und die oberste von 
Chlorophyll a, in denen sich nach Zscheile das Chlorophyll c 
befinden muBte, wurden mit Benzin—Methanol eluiert, das Methanol 
ausgewaschen und im Vakuum zur Trockne verdampft. Die Hilfte 
des Riickstandes wurde in 20 ccm Ather gelist, mit 80 ccm Petrol- 
‘ither versetzt und entsprechend den Angaben von Zscheile an 
Talcum adsorbiert. Auch in diesem Chromatogramm konnten wir 
auber den beiden Zonen von Chlorophyll a und b keine hellgriine 
Zwischenschicht beobachten. Das Adsorbat wurde mit Ather 
eluiert, im Vakuum zur Trockne verdampft, in Benzol—Benzin- 
gemisch gelést und nochmals an Zucker adsorbiert. Hierbei bildete 
sich in der griinen Zone des Chlorophyll b eine schmale braune 
Zone aus. Vermutlich hat Zscheile diese Zone als Chlorophyll c 
angesprochen. DaB es sich dabei nicht um ein neues Chlorophyll, 
sondern um ein Zersetzungsprodukt handelt, das bei der Adsorption 
an Talcum entstanden war, zeigte ein Kontrollversuch mit der 


*) Bezogen von der Firma Sandoz A.G., Basel. 
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zweiten Hilfte des oben erwihnten Riickstandes, welchen wir nicht 
an Talcum, sondern ein zweites Mal an Zucker adsorbierten und 
bei welchem wir nur die zwei Zonen der bekannten Chlorophylle 
beobachteten. Damit ist erwiesen, da das Chlorophyll ¢ 
— zum mindesten in Brennesseln — nicht vorkommt. 

Die Befunde von Zscheile sind wohl dadurch zu erkliren, 
da8 er Talcum als Adsorptionsmittel verwandt hat, an welchem, 
wie wir bereits in der vorigen Mitteilung gezeigt haben, die Chloro- 
phylle teilweise zersetzt werden. LDieselbe Beobachtung diirfte 
R. Willstatter und A. Stoll®) veranlaBt haben, von einer An- 
wendung der T'swettschen Methode zur Trennung der Chloro- 
phylle abzusehen. 


Zur Methodik der chromatographischen Analyse. 


Die Ausdehnung der chromatographischen Trennungsmethode 
auf gréfere Dimensionen sté8t auf Schwierigkeiten, wenn man die 
urspriinglich von Tswett angegebenen, unten verjiingten Rohre 
verwendet. Die Zonen bilden sich bei Anwendung von Vakuum 
in Réhren von mehr als etwa 3cm Durchmesser nicht durch das 
ganze Rohr hindurch parallel aus, sondern liegen — besonders 
im unteren Teil des Rohres — in der Mitte tiefer als am Rande. 
In unserer [. Mitteilung*) haben wir eine Apparatur beschrieben, 
die diesen Ubelstand zum Teil behebt. Eine weitere Verbesserung 
ist von L. Zechmeister und L. von Cholnoky’) angegeben 
worden. Diese Autoren fiillen das Adsorptionsmittel in ein zwei- 
teiliges Rohr, das 5cm oberhalb der Verjiingung durch eine durch- 
licherte Porzellanplatte abgeschlossen ist. 

Nach unseren Erfahrungen kann man auch in einem gewohn- 
lichen VorstoB (Durchmesser bis etwa 6 cm) in vielen Fallen gute 
Trennungen erzielen, wenn man auf die Anwendung von Vakuum 
verzichtet und die Entwicklung des Chromatogramms durch ein- 
fache Filtration bewerkstelligt. Um ein Aufwirbeln der obersten 
Zone beim AufgieBen der Entwicklungsfliissigkeit zu vermeiden, 
geben wir zwei genau passende Rundfilter auf die Adsorptions- 
siule und gieBen die Entwicklungsfliissigkeit durch einen Kinfiill- 
trichter mit weiter Offnung auf. 

Fiir die Trennung der Chlorophylle, bei welcher groBe Mengen 
Zucker benétigt werden, haben wir friiher Perkolatoren verwendet. 
Infolge der engen AusfluBéffnung beanspruchte das Fiillen des 
Rohres und die Entwicklung des Chromatogramms etwa 6 Stunden. 
Zudem haben die Perkolatoren den Nachteil, da die Saug- 
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ceschwindigkeit in der Mitte der Siule wesentlich gréfer ist als 
am Rande, so daB die Zonen sich nicht gleichmigig parallel aus- 
pilden. Sehr gute Erfahrungen machten wir mit einer Apparatur, 
die unten mit einer Porolithfilterplatte*) verschlossen ist. 
Diese dicken, feinporésen Platten gewihrleisten bei hoher Fil- 
trationsgeschwindigkeit auch im Vakuum ein vollstiindig gleich- 
miBiges Ansaugen tiber den ganzen Querschnitt des hee, SO 
dab die Zonen bis in den untersten Teil des Chromatogrammes 
praktisch parallel ausgebildet sind. Kin Chlorophyllchromatogramm 
ist in dieser Apparatur in etwa 1?/, Stunden beendet. Trennungen, 
bei welchen Aluminiumoxyd als Adsorptionsmittel verwendet 
werden kann, verlaufen noch wesentlich rascher. Bei der in dieser 
Apparatur méglichen hohen Sauggeschwindigkeit lassen sich von 
manchen Stoffen mehrere hundert Gramm in '/, Stunde rein dar- 
stellen, waihrend Krystallisation usw. sehr viel zeitraubender und 
verlustreicher ist. 

Nach unseren Erfahrungen ist die chromatographische Reini- 
cungsmethode in sehr vielen Fillen allen anderen Reinigungs- 
methoden iiberlegen, wenn die gesuchte Substanz eine geringere 
Adsorptionsaftinitit besitzt als die Beimengungen und infolgedessen 
vor diesen in das Filtrat tibergeht. 

Der Anwendungsbereich der chromatographischen Adsorptions- 
analyse ist stark erweitert worden durch die Heranziehung der 
Analysenquarzlampe zur Betrachtung des Chromatogramms. Sehr 
viele. im gewdhnlichen Licht farblos erscheinende Substanzen 
bilden im ultravioletten Licht im Chromatogramm charakteristisch 
tluorescierende Zonen. Bei stark fluorescierenden Stoffen wie z. B. 
bei den in den folgenden Mitteilungen beschriebenen aromatischen 
K\ohlenwasserstoffen kénnen Adsorptionsréhren aus gewéhnlichem 
Glas verwendet werden. Fiir Stoffe mit geringerer Fluorescenz 
eignen sich Réhren aus weichem Jenaer Geriteglas. Noch giinstiger 
liegen die Verhiltnisse bei Verwendung der von P. Karrer und 
Kk. Schépp) beschriebenen Adsorptionsrihren aus Quarzglas. 


Experimenteller Teil. 


Apparatur. Ein 50cm hoher Glaszylinder G von 12,5 cm 
lichter Weite, welcher am unteren Ende mit einem geschliffenen 
Flansch versehen ist, wird mittels der Schrauben S und des 
Ringes R auf die von einem Gummiring umgebene Porolith- 
‘ilterplatte P aufgepreBt. Die Filterplatte sitzt in dem Metall- 





) Erhiltlich beim Filterwerk, Meifen. 
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gehiuse M, welches mit einem Ablaufstutzen A versehen ist, 
Dieser Ablaufstutzen wird mittels einer Gummiplatte auf eine 
Saugflasche aufgesetzt. Der Adsorptionsapparat wird zweckmiBiger. 
weise auf einen DreifuB gestellt. Dieser Apparat faBt etwa 6 ke 
Adsorptionsmittel (vgl. Fig. 1). 
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Fig. 1. Fig. 2. 


Fiir kleinere Substanzmengen ist der in Fig. 2 wiedergegebene 
Apparat*) vorziiglich geeignet. Das 25 cm hohe, 7,5 cm _ weite 
Adsorptionsrohr besitzt am unteren Ende einen  geschliffenen 
Flansch, mit welchem es auf der von einem Gummiring umgebenen 
Porolithfilterplatte P von 9,5 cm Durchmesser sitzt. Diese 
ruht auf einem mit passendem Schliff versehenen Glastrichter. 
Die 3 Teile des Apparates werden durch 2 Metallringe R mittels 
der Schrauben S zusammengehalten. 

Zur Trennung der Chlorophylle verfahren wir im wesent- 
lichen nach den in der II. Mitteilung’) gemachten Angaben. 
5 kg getrockneter Puderzucker werden mit Benzin angerihrt und 
unter schwachem Saugen in das Adsorptionsrohr eingefiillt, wobei 
man durch Umrihren mit einem langen Glasstab fiir gleicli- 
miBiges Absitzen sorgt. Auf die Adsorptionssiule gibt man zwei 
passende Rundfilter. Nun wird eine Lésung von 1 g Chlorophy!! 
in 2 Liter eines Gemisches von Benzin—Benzol (4:1) aufgegossen 
und mit Benzin zum Chromatogramm entwickelt. Die Saug- 
geschwindigkeit betriigt im Vakuum der Wasserstrahlpumpe etwa 
1 Liter pro 10 Minuten. Es bilden sich 4 Zonen aus, zu unterst 





*) Der Apparat (D.R.G.M.) wird von der Firma L. Hormuth, Inh. 
W. Vetter, Heidelberg, geliefert. 
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eine graue, die von Zersetzungsprodukten der Chlorophylle her- 
riihrt, dariiber eine schmale gelbe, von etwas Xanthophyll stam- 
mend. Weiter oben befindet sich die breite, blaue Zone des 
Chlorophylls a, die scharf von der dunkelgriinen des Chloro- 
phylls b getrennt erscheint. Von der Grenzschicht Chlorophyll a 
+ Chlorophyll b wurden etwa 4 cm abgehoben, und mit einem 
Liter Benzin—Methanol eluiert. Nach Auswaschen des Methanols 
wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand in 
» Teile geteilt. Der eine Teil wurde in 20 ccm absolutem Ather 
gelést und mit 80 ccm Petrolither versetzt. Diese Lisung wurde 
in einem Rohr von 3 cm Durchmesser an eine 8 cm hohe Siule 
von Taleum adsorbiert und mit dem gleichen Lisungsmittelgemisch 
zum Chromatogramm entwickelt. Es traten nur die beiden Zonen 
yon Chlorophyll a und Chlorophyll b auf. Der Rohrinhalt wurde 
mit Ather eluiert, zur Trockne verdampft, der Riickstand in 
100 com Benzin—Benzol (10:1) gelést und durch eine 25 cm hohe, 
6 cm dicke Séule von Puderzucker filtriert. Beim Entwickeln mit 
Benzin bildeten sich die beiden Zonen der Chlorophylle aus, 
auBerdem trat in der Zone des Chlorophyll b eine weitere, schmale, 
braune Zone auf. Der zweite Teil des oben erwiihnten Riick- 
standes wurde direkt an Zucker adsorbiert, wobei nur die beiden 
Chlorophyllzonen auftraten. Daraus ist zu schlieBen, daB die 
braune Zwischenzone von Zersetzungsprodukten herriihrt, die bei 
der Adsorption der Chlorophylle an Talcum entstanden sind. 


Zusammenfassung. 

1. Die von Zscheile aufgestellte Behauptung der Existenz 
einer dritten Chlorophyllkomponente, ,,Chlorophyll c“, wird widerlegt. 

2. Es wird eine verbesserte Apparatur fiir die chromato- 
vraphische Trennung gréBerer Substanzmengen beschrieben, die 
sich dadurch auszeichnet, daB sich die Zonen bei hoher Saug- 
geschwindigkeit bis in den untersten Teil des Chromatogrammes 
gleichmiBig parallel ausbilden. 
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IV. Mitteilung: Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe. 
Von 
Alfred Winterstein und Karl Schon. 


In der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, dab die von 
M. Tswett?) begriindete chromatographische Adsorptionsanalyse 
die Trennung nahe verwandter sowie auch isomerer polycyclischer 
Kohlenwasserstoffe erméglicht. Wir beschreiben unsere Ergebnisse 
an dieser Stelle, weil sie die Grundlage fir die Untersuchung 
héherer Fraktionen des Steinkohlenteers bilden, die im Hinblick 
auf ihre éstrogene und carcinogene Wirkung besondere Beachtung 
verdienen. Bekanntlich haben J. W. Cook, E.L.Kennaway und 
Mitarbeiter’) gefunden, daB das im Steinkohlenteer enthaltene 
pentacyclische 1,2-Benzpyren (X) stark krebserregend wirkt. 

Unsere Versuche iiber das Adsorptionsverhalten erméglichen 
es, sich in theoretischer Hinsicht ein Bild zu machen iiber die 
Abhingigkeit der Adsorptionsaffinitiit vom ,,Sattigungszustand“ 
eines Molekiils. 

Der EinfluB einer einzigen aliphatischen Doppelbindung 
auf die Adsorptionsaffinitét zeigt sich sehr eindrucksvoll bei der 
chromatographischen Analyse der ersten Glieder der Dipheny]- 
polyene. Kin Gemisch von Diphenyl, Stilben, Diphenyl-butadien, 
Diphenyl-hexatrien und Diphenyl-octatetraen zeigt im entwickelten 
Chromatogramm bei der Betrachtung im ultravioletten Licht fiinf 
scharfe Zonen, von denen diejenigen des Tetraens und Triens in 
zwei verschiedenen Gelb, die der anderen in drei verschiedenen 
Blau aufleuchten. In dieser homologen Reihe bewirkt die 
Differenz einer aliphatischen Doppelbindung einen so starken 
Unterschied in der Adsorptionsaffinitit, daB sich die einzelnen 
(tlieder aus den verschiedenen Zonen miihelos in reinem Zustande 
gewinnen lassen. Die Abhingigkeit des Adsorptionsverhaltens der 
Carotinkohlenwasserstofie von Zahl und Lage der Doppelbindungen 
ist in unserer [. Mitteilung beschrieben worden’). 

Ebenso wie sich die homologe Reihe der Diphenylpolyene 
chromatographisch trennen lift, ist auch eine Trennung der drei 
Homologen Naphthalin, Anthracen und 2,3-Benzanthracen (Naph- 
thacen) méglich. 
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Nach der Entwicklung des Chromatogrammes beobachtet man 
bei Betrachtung im ultravioletten Licht im Adsorptionsrohr zwei 
scharf getrennte Zonen. Die obere, schmale gelbe enthilt das 
Naphthacen, die untere, blau fluorescierende das Anthracen, wihrend 
das Naphthalin vollstandig in das Filtrat tibergegangen ist. 

Ebenso leicht gelingt eine Trennung der homologen Reihe 
1,2,5,6-Dibenzanthracen, 1,2-Benz-5,6-(2',3’-naphtho)-anthracen 
und 1,2:2’,3’-5,6 : 2”,3”- Dinaphthanthracen”*): 
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Bei der Adsorption an Aluminiumoxyd beobachtet man im 
ultravioletten Licht zu unterst die intensiv blauviolette Zone 
des Dibenzanthracens, dariiber die blaue des Benzo-naphtho- 
anthracens und zu oberst die gelblich-blaue Zone des D:- 
naphthanthracens. 

Bei der Chromatographie der folgenden vier Kohlenwasser- 
stofie beobachtet man im Adsorptionsrohr bei Betrachtung im 
ultravioletten Licht keine Differenzierung in Zonen, sondern nur 
ein breites, blau fluorescierendes Band. Zerlegt man aber den 
Rohrinhalt in mehrere Teile, so erscheint das 1,2-Benzpyren in 
den oberen Fraktionen, das Phenanthren in den unteren, bzw. im 


*) Eine Probe dieses Kohlenwasserstoffes verdanken wir der Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. R. Scholl. 


10* 
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IV. Mitteilung: Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe. 


Von 
Alfred Winterstein und Karl Schon. 


In der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, dab die von 
M. Tswett') begriindete chromatographische Adsorptionsanalyse 
die Trennung nahe verwandter sowie auch isomerer polycyclischer 
Kohlenwasserstoffe erméglicht. Wir beschreiben unsere Ergebnisse 
an dieser Stelle, weil sie die Grundlage fiir die Untersuchung 
héherer Fraktionen des Steinkohlenteers bilden, die im Hinblick 
auf ihre éstrogene und carcinogene Wirkung besondere Beachtung 
verdienen. Bekanntlich haben J. W. Cook, E.L.Kennaway und 
Mitarbeiter”) gefunden, daB das im Steinkohlenteer enthaltene 


pentacyclische 1,2-Benzpyren (X) stark krebserregend wirkt. 


Unsere Versuche iiber das Adsorptionsverhalten erméglichen 
es, sich in theoretischer Hinsicht ein Bild zu machen iiber die 
Abhingigkeit der Adsorptionsaffinitiit vom ,,Sattigungszustand“ 
eines Molekiils. 

Der Einfiu8 einer einzigen aliphatischen Doppelbindung 
aut die Adsorptionsaffinitét zeigt sich sehr eindrucksvoll bei der 
chromatographischen Analyse der ersten Glieder der Dipheny]- 
polyene. Hin Gemisch von Diphenyl, Stilben, Diphenyl-butadien, 
Diphenyl-hexatrien und Diphenyl-octatetraen zeigt im entwickelten 
Chromatogramm bei der Betrachtung im ultravioletten Licht fiinf 
scharfe Zonen, von denen diejenigen des T'etraens und Triens in 
zwei verschiedenen Gelb, die der anderen in drei verschiedenen 
Blau aufleuchten. In dieser homologen Reihe bewirkt die 
Differenz einer aliphatischen Doppelbindung einen so starken 
Unterschied in der Adsorptionsaffinitit, dab sich die einzelnen 
(xlieder aus den verschiedenen Zonen miihelos in reinem Zustande 
gewinnen lassen. Die Abhaingigkeit des Adsorptionsverhaltens der 
Carotinkohlenwasserstofie von Zahl und Lage der Doppelbindungen 
ist in unserer [. Mitteilung beschrieben worden’). 

Ebenso wie sich die homologe Reihe der Diphenylpolyene 
chromatographisch trennen la8t, ist auch eine Trennung der drei 
Homologen Naphthalin, Anthracen und 2,3-Benzanthracen (Naph- 
thacen) méglich. 
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Nach der Entwicklung des Chromatogrammes beobachtet man 
bei Betrachtung im ultravioletten Licht im Adsorptionsrohr zwei 
scharf getrennte Zonen. Die obere, schmale gelbe enthilt das 
Naphthacen, die untere, blau fluorescierende das Anthracen, wihrend 
das Naphthalin vollstindig in das Filtrat itibergegangen ist. 

Ebenso leicht gelingt eine ''rennung der homologen Reihe 
1,2,5,6-Dibenzanthracen, 1,2-Benz-5,6-(2',3’-naphtho)-anthracen 
und 1,2: 2’,3’-5,6 : 2”,3”- Dinaphthanthracen”*): 
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Bei der Adsorption an Aluminiumoxyd beobachtet man im 
ultravioletten Licht zu unterst die intensiv blauviolette Zone 
des Dibenzanthracens, dariiber die blaue des Benzo-naphtho- 
anthracens und zu oberst die gelblich-blaue Zone des D:- 
naphthanthracens. 

Bei der Chromatographie der folgenden vier Kohlenwasser- 
stoffe beobachtet man im Adsorptionsrohr bei Betrachtung im 
ultravioletten Licht keine Differenzierung in Zonen, sondern nur 
ein breites, blau fluorescierendes Band. Zerlegt man aber den 
Rohrinhalt in mehrere Teile, so erscheint das 1,2-Benzpyren in 
den oberen Fraktionen, das Phenanthren in den unteren, bzw. im 





*) Eine Probe dieses Kohlenwasserstoffes verdanken wir der Freund- 


lichkeit von Herrn Prof. R. Scholl. 
10* 
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Filtrat stark angereichert. Zur annihernd quantitativen Trennung 
der vier Komponenten ist eine mehrfache Wiederholung der Ad- 
sorption, insbesondere der mittleren Fraktionen notwendig. 

Vil 


iin Formel Doppel- 


bindungen 
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Orientierende Versuche am Steinkohlenteer haben gezeigt, dai 
das Adsorptionsverhalten der aromatischen Kohlenwasserstoffe nicht 
immer den gleichen einfachen Gesetzen — Abhingigkeit von der 
Zahl der Doppelbindungen — gehorcht wie bei den Carotinen. 
So fanden wir z. B. das krebserregende pentacyclische 1,2-Benz- 
pyren (X) im Filtrat, wahrend sich das tetracyclische 2,3-Benz- 
anthracen (III) im oberen Teile des Rohres befand. 

Bei den aromatischen Kohlenwasserstoffen wird also 
die Adsorptionsaffinitit durch besondere, im Aufbau des 
Ringskeletts begriindete EKigenschaften bestimmt. Be- 
kanntlich zeichnen sich Anthracen und seine in Mesostellung nicht 
substituierten Derivate durch eine besondere Reaktionsfahigkeit 
der beiden meso-Kohlenstoffatome aus. So addiert Anthracen 
leicht Maleinsiiureanhydrid sowie Alkalimetalle, es laBt sich auch 





Fra 


leicht 
fihigh 
Anthr 
Diyl: 
bei di 
2,3-B 
sonde 

\ 
daB | 
stark 
Regel 
farbig 

I 
Anthy 
dab, « 


mit | 
sraph 
Anthr 
vehalt 
man | 
gehal 

y 
obglei 
enthit 
reiche 

] 
die A 
23-8 
und ¢ 
Benze 
die A 
anthr: 
ander 
hesitz 
sorpti 









Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen usw. 149 





leicht in eine dimere Form iiberfiihren. Clar‘), der diese Reaktions- 
fihigkeit zur Lichtabsorption in Beziehung setzt, schreibt den 
Anthracenderivaten einen radikalartigen Zustand zu, den er mit 
.Diylzustand“ bezeichnet. Clar hat gezeigt, daB dieser Zustand 
bei den linear gebauten tetra- und pentacyclischen Verbindungen 
2,3-Benzanthracen und 2,3,6,7-Dibenzanthracen (Pentacen) be- 
sonders stark ausgepriigt ist. 

Wir haben nun bei unseren Versuchen') feststellen kénnen, 
daB sich dieser ,,Diylzustand“ der Anthracenabkémmlinge sehr 
stark auf die Adsorptionsaffinitiit auswirkt, und zwar wird in der | 
Regel ein Kohlenwasserstoff um so stiarker adsorbiert, je tiefer 
farbig er ist. 

Betrachtet man das Adsorptionsverhalten der beiden Paare | 
Anthracen—Phenanthren und Naphthacen—Chrysen, so zeigt sich, 
dab, obgleich es sich in beiden Fallen um isomere Verbindungen 
¢ oO wa 
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XI XII XII XIV 
mit je 7 bzw. 9 Doppelbindungen handelt, eine chromato- 
graphische Differenzierung méglich ist: Phenanthren geht vor dem 
Anthracen ins Filtrat, wahrend letzteres stiirker im Rohr zuriick- 
vehalten wird. Aus dem Gemisch Naphthacen—Chrysen erhilt 
man leicht farbloses Chrysen, wihrend Naphthacen im Rohr zuriick- 
gehalten wird. 

Anthracen und Pyren besitzen die gleiche Adsorptionsaffinitat, 
obgleich letzteres zwei C-Atome bzw. eine Doppelhindung mehr 
enthalt. Dagegen lift sich Anthracen von dem um vier C-Atome 
reicheren Chrysen chromatographisch trennen. 

Entsprechend der auSergewéhnlich starken Verschiebung, die 
die Absorptionsbanden durch Anfiigung eines Benzolringes in die 
2,3-Stellung des Anthracens erfahren (Verschiebung um 100 my), 
und entsprechend der stark erhéhten Reaktionsfihigkeit des 2,3- 
Benzanthracens (XIII) im Vergleich zum Anthracen (XI) ist auch 
die Adsorptionsaffinitit des ersteren stark gesteigert. 2,3-Benz- 
anthracen wird im Chromatogramm stirker festgehalten als alle 
anderen tetracyclischen Kohlenwasserstoffe; von den pentacyclischen 
besitzt nur das lineare 2,3,6,7-Dibenzanthracen eine gréBere Ad- 
sorptionsaffinitat als 2,3-Benzanthracen. So findet sich bei der 
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chromatographischen Analyse eines Gemisches des orangeroten 
2,3-Benzanthracens und des gelben 1,2,6,7-Dibenzanthracens 


-, 
of ie co eee ae ea 
ae ge a ye el 
Erste Bande: 475 mu 453 mu 


ersteres im oberen Teil des Rohres angereichert. Dieses Verhalten 
stimmt mit den Betrachtungen Clars iiberein, nach welchen durch 
angulare Anfiigung eines Benzolringes an ein lineares Ringsystem 
der ,,Diylzustand“ abgeschwicht und die Farbe aufgehellt wird. 

Wir beobachteten Differenzen nicht nur im Adsorptionsver- 
halten isomerer Verbindungen, von denen die eine dem Anthracen- 
typus (freie Mesostellung) angehért, die andere nicht, sondern aucli 
bei isomeren Verbindungen, die beide dem Anthracentypus an- 
gehéren. So lassen sich z. B. 1,2,6,7-Dibenzanthracen und 1,2,5,6- 
Dibenzanthracen voneinander trennen. Das orangegelbe 1,2,6,7- 


my, em, 
| | 
Pg ge PP gaye 
xvt | | | | XVI 
ae die oti al ee i ie ol 
a al 


Dibenzanthracen (XVII) wird etwas stiirker adsorbiert, als das 
farblose 1,2,5,6-Dibenzanthracen (XVIII). Die lineare Anordnung 
von 4 Ringen der einen Verbindung gegeniiber 3 Ringen der an- 
deren dirfte fiir die verschiedene Adcorptionsaffinitat verantwortlich 
zu machen sein. 

Recht gut laBt sich ein Gemisch von 1,2,6,7-Dibenzanthra- 
cen (XIX), 1,2-(1’,2’-Naphtho)-anthracen (XX) und 1,2,3,4-Dibenz- 
anthracen (XXIJ), wie es nach Clar®) bei der Kondensation von 
Phenanthren und o-Toluylsiurechlorid und nachfolgender Pyrolyse 
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entsteht, durch chromatographische Analyse trennen. Im Chromato- 
gramm befindet sich der zuerst angefiihrte Kohlenwasserstoff in 
der obersten Zone, der zweite in der unteren Zone, wihrend der 
dritte zum gréBten Teil schon in das Filtrat iibergegangen ist. 
Clar®) konnte diese Kohlenwasserstoffe auf Grund ihrer ver- 
schiedenen Reaktionsfahigkeit mit Maleinsiureanhydrid voneinander 
trennen. 

Auch bei dem Paare 1,2,6,7-Dibenzanthracen (XXII) und 
1,2-(2’,3’-Naphtho-)-anthracen (XXIII) bleibt das erstere orange- 
gelbe im oberen Teil des Rohres hangen, wihrend das letztere 
schwach gelbe weiter unten eine Zone bildet. 
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Zu den zuletzt angefiihrten Beispielen ist zu bemerken, dab 
mit den von uns angewandten Adsorptionsmitteln und Entwicklungs- 
fliissigkeiten im allgemeinen durch einmalige Chromatographie eine 
quantitative Trennung nicht zu erreichen war. Die Unterschiede 
in den Adsorptionsaffinitiiten sind hiufig schon so gering, dab 
eine Aufteilung in einheitliche, scharf getrennte Zonen nicht ge- 
lingt. So laBt sich das 1,2,5,6-Dibenzanthracen in einem Ana- 
lysengange nur in einer Ausbeute von 10—20°/, vollkommen farb- 
los erhalten. Von Clar’) wurde dieser krebserregende Kohlen- 
wasserstoff als schwach gefiirbt beschrieben; nach Cook’) kann 
man ihn durch wiederholtes Schiitteln seiner benzolischen Lésung 
mit konzentrierter Schwefelsiiure farblos erhalten. Dabei sind 
jedoch die Verluste sehr gro8, so daB man auch hier durch 6fter 
wiederholte chromatographische Analyse besser zum Ziele gelangt. 


Mit diesen Beispielen diirfte wohl die Grenze der Leistungs- 
fahigkeit der chromatographischen Adsorptionsanalyse fir die 
Trennung isomerer Verbindungen erreicht sein. Die Anfiigung 
eines weiteren Benzolringes in das oben erwihnte Paar setzt die 
Differenzen in den Adsorptionsaffinititen so weit herab, daB das 
Gemisch 1,2-Benzo-5,6 -(2’,3’-Naphtho-)-anthracen (XXIV) und 
1,2-Benzo-6, 7-(1’,2’-Naphtho-)-anthracen (X XV) chromatographisch 
nicht mehr getrennt werden kann. 
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Interessant ist die vergleichende Betrachtung der Adsorptious- 
verhaltnisse von Perylen und 1,2-Benzpyren. Beide besitzen die 
Summenformel ©,,H,,, sind pentacyclisch und haben keine freic 
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Mesostellung. Trotzdem ist eine Trennung auf chromatographischem 
Wege méglich: das orangegelb gefirbte Perylen bleibt im oberen 
Teil des Rohres hiingen, wihrend das schwach gelb gefirbte 
1,2-Benzpyren im unteren Teile eine deutlich getrennte Zone 
bildet. Auf welche Unterschiede in der Konstitution die Ver- 
schiedenheit der Adsorptionsaffinitit in diesem Falle zuriick- 
zufiihren ist, kénnen wir nicht angeben. 


In welch hohem Mafe die Adsorptionsaffinitit von der Konsti- 
tution abhingig ist, zeigt die chromatographische Analyse der beiden 
hochkondensierten Kohlenwasserstoffe XXVIII und XXIX. 
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Bei der Adsorption einer Benzollésung an aktiviertes Alu- 
miniumoxyd geht Anthro-dianthren (XXIX) zuerst in das Filtrat 
iiber, wihrend anti-diperi-Dibenzcoronen (XXVIJI) im Rohre an- 
gereichert wird. 
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Bemerkungen zur Synthese der Kohlenwasserstoffe. 


Bei der pyrogenen Kondensation des 2-Metho-1, 1’- dinaphthyl- 
ketons sollte nach Clar 1,2,7,8-Dibenzanthracen entstehen, wihrend 
sich aus 2-Metho-1, 2’-dinaphthylketon 1, 2,5,6-Dibenzanthracen 
bilden sollte’). Cook®*) konnte dann nachweisen, dai aus beiden 
Ketonen nur 1,2,5,6-Dibenzanthracen entsteht, und da8 auBerdem 
dieser Kohlenwasserstoff farblos ist. Theoretisch ist zu erwarten, 
daB bei der Synthese der Ketone aus a- bzw. §-Napthoesiure- 
chlorid und #-Methylnaphthalin zwei isomere Ketone entstehen, 
von denen das eine bei der pyrogenen Zersetzung 1,2,6,7-Dibenz- 
anthracen liefern sollte. Clar konnte diesen Kohlenwasserstoff 
nicht auffinden und schloB daraus, daB die Kondensation des 
Sdurechlorids nur in «-Stellung des Methylnaphthalins erfolgt. 
In Wirklichkeit entsteht, wie wir durch chromatographische Ana- 
lyse des Kondensationsproduktes feststellen konnten, neben dem 
|,2,5,6-Dibenzanthracen (XVIII) das 1,2,6,7-Dibenzanthracen (XVII) 
zu ungefahr 10°/, der gesamten Kohlenwasserstoffe. Neben diesen 
heiden, in vorwiegendem MaBe entstehenden Kohlenwasserstoffen 
konnten wir noch zwei weitere nachweisen, von denen der eine, 
in sehr geringer Menge vorhandene, eine erste Adsorptionsbande 
bei 443 mu (in Benzol), der zweite, in etwas gréBerer Menge an- 
wesende eine erste Bande bei 435 mu (Benzol) besitzt. Der letztere 
liBt sich durch Behandeln des rohen Kohlenwasserstoffgemisches 
mit Aceton anreichern. Er besitzt eine geringere Adsorptionsaffi- 
vitiit als 1,2,6,7-Dibenzanthracen. Uber die Konstitution dieser 
Kohlenwasserstoffe kénnen wir keine Aussagen machen, um so 
weniger, als wir bei allen Synthesen beobachtet haben, da’ neben 
den theoretisch zu erwartenden Verbindungen solche entstehen, 
deren Bildungsmechanismus nicht ohne weiteres erklirt werden kann. 

So haben wir bei der Synthese des 1,2-(2’,3’- Naphtho)-an- 
thracens XXIII [Clar*)] auBer den bekannten Nebenprodukten 
|,2,6,7-Dibenzanthracen XVII und Anthracen noch die Banden 
des 2,3-Benzanthracens und eine sehr langwellige Bande bei 500 mu 
heobachten kénnen, die wahrscheinlich dem 2,3-Benzo-6,7-(1’, 2’- 
naphtho)-anthracen XXX zukommt. AuBer den erwarteten penta- 
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cyclischen Kohlenwasserstofien entstehen hier also auch tri-, tetra. 
und hexacyclische Kohlenwasserstoffe. Ahnliche Beobachtungen 
machten wir bei den Synthesen von 1,2-Benzpyren [X], 1,2,5,6- 
Dibenzanthracen [XVIII], 1, 2-Benzo-5, 6 -(2’,3’-naphtho)-anthra- 
cen [XXIV] usw. Diese Beobachtungen machen es verstindlich, 
da8 in den héchstsiedenden Fraktionen des Steinkohlenteers be- 
ziiglich der Zahl der Kohlenwasserstoffe eine groBe Mannigfaltie. 
keit herrscht. 


Experimenteller Teil. 


Chromatographische Trennung von Naphthalin und Anthracen. 
50mg Anthracen und 150 mg Naphthalin wurden in 200 cem Petroliither 
(50—70°) geldst, an eine Sdule von 150 g aktiviertem Aluminiumoxyd adsor. 
biert und mit 500 ccm Petroliither zum Chromatogramm entwickelt. Das 
Anthracen befindet sich hierbei in der oberen Hialfte der Réhre. Das Filtrat 
wurde zur Trockne verdampft. Der Riickstand bestand aus reinem Naph- 
thalin vom Schmelzp. 80% Der Rohrinhalt wurde mit Ather eluiert; der 
nach dem Verdampfen des Athers verbleibende Riickstand bestand aus 
reinem Anthracen vom Schmelzp. 219° (korr. Berl). 

Trennung von Anthracen und Chrysen. Eine Benzinlésung von 
je 50 mg Anthracen und Chrysen wurde an aktiviertes Aluminiumoxyd 
adsorbiert und mit Benzin zum Chromatogramm entwickelt, bis ein Teil der 
Substanz ins Filtrat iibergegangen war. Im Rohre bildeten sich 2 Zonen. 
Die obere, im ultravioletten Licht dunkelblau fluorescierende Zone enthielt 
fast reines Chrysen vom Schmelzp. 240—245°. Das Filtrat wurde in zwei 
Portionen aufgefangen, die ersten Anteile enthielten reines Anthracen vom 
Schmelzp. 218° (korr. Berl). 

Trennung von Anthracen und Phenanthren. Je 200 mg Anthracen 
und Phenanthren wurden in 1 Liter Benzin gelést und an aktiviertes 
Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln war im Lichte der Analysen. 
quarzlampe keine Differenzierung in Zonen zu erkennen: An Aluminium- 
oxyd adsorbiertes Phenanthren zeigt im Glasrohr keine Fluorescenz, ob- 
gleich Losungen und auch festes Phenanthren schwach blau fluorescieren. 
Die zuerst rétlichblaue Zone des Anthracens wurde beim Nachwaschen 
deutlich tiefer blau. Das Filtrat wurde in Portionen von 250—300 ecm 
gesondcrt aufgefangen. 

i. Filtrat etwa 20°/, weich bei 120°, Schmelzp. 130—150° 
— a -. » wae , 145—170° 
. ~.~$ «wes « » oe -« 150—175°. 

Im Rohre verblieben etwa 20°/, Anthracen vom Schmelzp. 210—215° 

(unkorr.). 


Trennung von Anthracen und Pyren. Je 40 mg Anthracen und 
Pyren wurden in der oben beschriebenen Weise aus Benzin adsorbiert und 
zum Chromatogramm entwickelt. Eine Differenzierung in Zonen trat nicht 
ein. Die aus 6 Fraktionen des Filtrates und Rohrinhaltes aufgearbeiteten 
Substanzen zeigten siimtlich unscharfe Schmelzpunkte zwischen 120 und 
160°. Eine chromatographische Trennung hatte nicht stattgefunden. 
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Trennung von Phenanthren und Pyren. Die beiden Substanzen 
wurden in tiblicher Weise aus Benzinlésung getrennt. Die Filtrate wurden 
in 4 Portionen gesondert aufgefangen. Das aus dem ersten Filtrat erhaltene 
Produkt schmolz bei 80°, das aus dem letzten erhaltene bei 153° (korr. 


Berl), (Schmelzpunkt des Pyrens 155°). 


Trennung von Chrysen und Pyren. Bei der Entwicklung des 
Chromatogramms der beiden Substanzen mit Benzin beobachtet man im 
Lichte der Quarzlampe im oberen Teile des Rohres die dunkelblaue Zone 
des Chrysens, wiihrend die hellblaue des Pyrens rascher nach unten wandert. 
Nach Elution der beiden Zonen erhilt man beide Kohlenwasserstoffe in 


reiner Form. 


Trennung von Chrysen und 1,2-Benzpyren. Bei der Entwicklung 
des Chromatogramms mit Benzin ist keine Differenzierung in Zonen zu 
erkennen. Das aus dem ersten Filtrate gewonnene Produkt schmilzt bei 
235—240° (unkorr.), (Schmelzpunkt des Chrysens 245°), das aus dem letzten 
Filtrate gewonnene bei 160° (Schmelzpunkt des 1,2-Benzpyrens 177°). 


Trennung von Perylen und 1,2-Benzpyren. Bei der Entwicklung 
des Chromatogramms beobachtet man im ultravioletten Licht ein breites, 
gelb aufleuchtendes Band, unter welchem sich ein hellblau fluorescierendes 
befindet. Dieses besitzt ungefihr ein Fiinftel der Hihe des gelben Bandes. 
Der Rohrinhalt wurde in 5 Teile geteilt. Aus dem untersten wurde reines 
1,2-Benzpyren isoliert. Alle anderen Teile enthielten Gemische, und zwar 
iiberwog Perylen in den oberen, Benzpyren in den unteren Teilen. 


Die Trennungen der anderen Kohlenwasserstoffe wurden auf 
analoge Weise durchgefiihrt. Die einzelnen Verbindungen wurden dabei 
entweder durch Schmelzpunkt oder Bestimmung der Absorptionsbanden 
identifiziert. 

Synthese von 1,2-(2’,3’-Naphtho)-anthracen (XXIII). Die Synthese 
wurde entsprechend den Angaben von Clar’) durch Kondensation von 
Terephthalylchlorid und o-Toluylmagnesiumbromid und pyrogene Zer- 
setzung des dabei entstandenen Ketons durchgefiihrt. Das rohe Kohlen- 
wasserstoffgemisch wurde in Benzin gelést und die gelbbraune Loésung an 
eine Siule von aktivem Aluminiumoxyd adsorbiert. Bei der Entwicklung 
zum Chromatogramm bildeten sich 7 verschiedene Zonen aus. Die obersten 
3 Zonen waren gelb bis braun und sehr schmal. Aus ihnen konnten keine 
krystallisierten Produkte erhalten werden, die Lésungen zeigten keine Ab- 
sorptionsbanden. Die vierte, im Lichte der Analysenlampe gelb aufleuch- 
tende Zone enthielt geringe Mengen von Kohlenwasserstoffen , die scharfe 
und intensive Banden bei 498 bzw. 468 mu (in Ather) besaBen. Die schmale 
5. Zone leuchtete im ultravioletten Licht gelblich auf. Die Losung zeigte 
Banden bei 471, 449, 432, 426 und 421 mu. Die hellblau fluorescierende 
Zone 6 und die violette Zone 7 fillten den gréBten Teil des Rohres aus. 
Zone 6 besaB Banden bei 450 und 422 mu (Ather), der daraus gewonnene 
Kohlenwasserstoff schmolz bei 200—210° und bestand zum gréBten Teil 
aus 1,2,6,7-Dibenzanthracen (XXII). Zone 7 wurde mit dem letzten Teil des 
Filtrates vereinigt. Die Lisung zeigt die Bande des Naphthoanthracens 
bei 423 mu neben den sehr schwachen Banden des 1,2,6,7-Dibenzanthracens. 
Der daraus erhaltene Kohlenwasserstoff wurde einmal aus Xylol und einmal 
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aus Dekalin umkrystallisiert. Er bildet gliinzende griingelbe Blittchen you 
Schmelzp. 255—257°(Clar 265°) und kann durch Sublimation im Vakuum und 
nochmalige chromatographische Analyse ganz rein erhalten werden. Aus 
den ersten Anteilen des Filtrates wurde farbloses Anthracen vom Schmelz. 
punkt 194° gewonnen, das wohl mit Methylanthracen verunreinigt war. 


Darstellung von 1,2,5,6-Dibenzanthracen (XVIII). Das nachClar‘) 
durch Kondensation von §-Naphthoylchlorid mit §-Methylnaphthalin und 
nachfolgende pyrogene Zersetzung des Ketons erhaltene Kohlenwasserstoff 
gemisch wurde in einem Gemisch Benzin—Benzol gelést und an eine Siiule 
von aktiviertem Aluminiumoxyd adsorbiert. Bei der Entwicklung zum 
Chromatogramm bildeten sich im oberen Teil des Rohres zwei schmale 
schwache Zonen aus, deren Lisung in Ather eine versehwommene schwache 
Bande bei 498 mu zeigte. Darunter befand sich eine, den griften 
Teil des Rohres ausfiillende breite, gelbe Zone, die in 3 Teile geteilt 
wurde. Der oberste Teil zeigte vorwiegend die Banden des 1,2,6,7-Di- 
benzantbracens (XVII) neben einer Bande bei 443 mu (in Benzol), im 
mittleren war auBerdem noch eine Bande bei 435 mu (Benzol) zu beobachten. 
Im unteren Teil des Rohres sowie in den letzten Anteilen des Filtrates befand 
sich1,2,5,6-Dibenzanthracen (XVIII), das noch durch geringe Mengen der gelben 
Kohlenwasserstoffe verunreinigt war. Bei wiederholter chromatographischer 
Trennung konnten daraus jeweils eine im Lichte der Quarzlampe blau 
fluorescierende Zone abgetrennt werden, die 10—20°/, der Gesamtmenge 
farbloses 1,2,5,6-Dibenzanthracen enthielt. Es besaB den Schmelzp. 258 
bis 260°. 

Synthese eines Gemisches der Naphthophenanthrene nach Clar°) 
(XIX—XXI). Das nach Clar erhaltene rohe Kohlenwasserstoffgemisch 
wurde mit wenig Aceton behandelt, wobei braune, harzige Bestandteile in 
Lésung gingen. Vom gelben Riickstand wurden 2¢ in 100 cem Schwefel- 
kohlenstoff gelést und mit so viel Benzin versetzt, daB die Kohlenwasser- 
stoffe eben noch in Lésung blieben. Die Lésung wurde an eine 20 cm hohe, 
6 em dicke Schicht von aktivem Aluminiumoxyd adsorbiert und mit einem 
Gemisch Benzin-Schwefelkohlenstoff 3:1 zum Chromatogramm entwickelt. 
Da sich der Schwefelkohlenstoff am Aluminiumoxyd verindert, erscheint das 
ganze Rohr gelb. Im Lichte der Analysenquarzlampe beobachtet man im 
oberen Teil des Chromatogrammes die gelbe Zone des 1, 2, 6, 7-Dibenzan- 
thracens (XIX), das nach mehrmaliger Wiederholung der Adsorption und 
Sublimation im Vakuum in nahezu reinem Zustande erhalten werden konnte. 
Aus dem unteren Teil des Chromatogrammes wurde nach zweimaliger 
Wiederholung der Adsorption das 1, 2-(1’, 2’- Naphtho)-anthracen (XX) in 
nahezu farblosen Krystallen vom Schmelzp. 293° erhalten. Aus den Filtraten 
wurde nach dem Eindampfen und Umkrystallisieren aus Aceton reines 
1,2,3,4-Dibenzanthracen vom Schmelzp. 175° gewonnen. 


Synthese von 1,2-Benzo-5, 6-(2’,3’-naphtho)-anthracen (XXIV). 
Dieser Kohienwasserstoff ist von Cook®*) aus Anthracen-1-carbonsiiure- 
chlorid und Methylnaphthyl-(1)-magnesiumbromid und nachfolgendes Er- 
hitzen des entstandenen Ketons auf 400—450° dargestellt worden. Wir 
haben ibn auf analoge Weise durch Kondensation von Anthracen-2-carbon- 
siurechlorid mit 2-Methylnaphthalin nach Friedel-Crafts und pyrogene 
Zersetzung des dabei entstehenden Ketons erhalten. 





Fral 


Ar 
2edukti 
gewonne 
Donat! 
erhalten 
Umsetzu 
bad im 
1,2 Mol 
bei 0° 1 
2 stiindis 
der Salz 
Das Ket 
loges Vi 
nufen ZI 
abgespa 
wurde | 
engt, m 
oxyd a 
Im Roh 
Harze g 
wurde | 
wonnen 
zweite 
tion zel 
war ein 
Banden 
Naphth 
Yluores 
Banden 
eingeda 
schwer 
Krystal 
(Cook 
Die Lé 
wicklu 
braune: 
isoliert, 
wiihren 


1 
zur Tr 
wasse} 


2 
wassel 
griind 








Fraktionierung und Reindarstellung organischer Substanzen usw. 157 


Anthracen-2-carbonsiiure wurde aus Anthrachinon-2-carbonsiure durch 
2eduktion mit Zinkstaub und Ammoniak in der Wirme nach Bornstein”) 
gewonnen. Das Séiurechlorid wurde analog den Angaben von Scholl und 
Donat’) durch lingeres Kochen mit der 10fachen Menge Thionylchlorid 
erhalten. Die Siure ging hierbei allmihlich in Lésung. Nach vollstindiger 
Umsetzung wurde das iiberschiissige Thionylchlorid auf dem Wasser- 
bad im Vakuum vollstindig abdestilliert, das Siurechlorid zusammen mit 
1,2 Mol 2-MethylInaphthalin in Schwefelkohlenstoff gelést und in die Lisung 
bei 0° unter kréftigem Riihren 1,5 Mol Aluminiumchlorid eingetragen. Nach 
2stiindigem Rithren wurde noch einige Zeit auf 25—30° bis zum Aufhéren 
der Salzsiiureentwicklung erwiirmt und das Gemisch wie iiblich aufgearbeitet. 
Das Keton, das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte (ein ana- 
loges Verhalten berichtet Cook), wurde in einer geriiumigen Retorte 20 Mi- 
nuten zum gelinden Sieden erhitzt, wobei unter starkem Schiiumen Anthracen 
abgespalten wurde, das in die Vorlage iiberdestillierte. Die dunkle Masse 
wurde mit Benzol erschépfend ausgekocht, die Lésung auf 200 ccm einge- 
engt, mit der gleichen Menge Benzin versetzt und an aktiviertes Aluminium- 
oxyd adsorbiert. Es wurde mit viel Benzin-Benzolgemisch nachgewaschen. 
Im Rohre verblieben drei braune Zonen, aus denen nicht krystallisierende 
Harze gewonnen wurden. Bei nochmaliger getrennter Adsorption der Zonen 
wurde aus der obersten Zone eine geringe Menge einer festen Substanz ge- 
wonnen, die Absorptionsbanden bei 437 und 4138 mu (in Benzol) besa. Die 
zweite Zone konnte in 4 weitere Teile aufgeteilt werden. Die erste Frak- 
tion zeigte eine verwaschene, sehr schwache Bande bei 495 my, die zweite 
war ein teerihnliches Produkt ohne Banden, die dritte erstarrte und zeigte 
Banden bei 448 und 421 my (Benzol), die vierte besa die Banden des 
Naphthacens. Die dritte Zone endlich war ein rotes Ol mit intensiv griiner 
Fluorescenz. Sie zeigte sehr stark die Banden des Naphthacens, daneben 
Banden bei 453 und 425 mu (in Chloroform). Das Filtrat wurde zur Trockne 
eingedampft, und mit Benzin-Benzolgemisch behandelt. Dabei blieb ein 
schwerléslicher Riickstand, der nach Umkrystallisieren aus Dekalin gelbe 
Krystalle vom Schmelzp. 281° bildete. Es ist reines Benzonaphtho-anthracen 
(Cook 281—282°). Die erste Absorptionsbande in Benzol liegt bei 423 mu. 
Die Lésung wurde an aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert. Bei der Ent- 
wicklung zum Chromatogramm bildeten sich zwei Zonen. Aus der oberen 
braunen wurde eine geringe Menge fester Substanz mit Naphthacenbanden 
isoliert, die untere Zone enthielt noch etwas Benzo-naphtho-anthracen, 
wihrend sich im Filtrat Anthracen befand. 


Zusammenfassung. 


1. Die chromatographische Adsorptionsanalyse ist geeignet 
zur Trennung nahe verwandter, auch isomerer aromatischer Kohlen- 


wasserstoffe. 

2. Es wird gezeigt, daB die Adsorptionsaffinitét der Kohlen- 
wasserstoffe durch besondere, im Aufbau des Ringskelettes be- 
griindete Kigenschaften bestimmt wird. 
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3. Bei der Synthese polycyclischer aromatischer Koblen- 
wasserstoffe entstehen neben den theoretisch erwarteten in kleiner 
Menge noch andere, deren Bildungsweise nicht ohne weiteres er- 
klirt werden kann. 
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V. Mitteilung: Anthracen, Chrysen, Pyren. 
Von 


Alfred Winterstein, Karl Schién und Hellmuth Vetter. 


Bei der Reindarstellung verhiltnismiBig einfacher aroma- 
tischer Verbindungen wie Anthracen, Pyren, Chrysen usw. stobt 
man nach den iblichen Methoden auf ungewéhnliche Schwierig- 
keiten. Nach den Angaben der Literatur kann man _ diese 
Kohlenwasserstoffe aus den verschiedenen Fraktionen des Stein- 
kohlenteers durch Destillation, Krystallisation oder Sublimation 
nicht oder nur auB8erordentlich schwer in farblosem Zustande 


erhalten. 
Anthracen. 


Die gelbe Farbe des Anthracens wird seit langem auf einen 
Gehalt an sogenanntem Chrysogen zuriickgefiihrt, dessen Isolierung 
noch ausstand. Es war schon friiher vermutet worden, daB es 
sich dabei um das héhere Homologe des Anthracens, das 2,3- 
Benz-anthracen handelt}). In neuerer Zeit sprach G.T. Morgan’) 
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das Chrysogen als ein Dimethylderivat des 2,3-Benz-anthracens 
an. J.W.Cook und Mitarbeiter’) stiitzten die friiher gemachte 
Angabe, daB es sich dabei um Naphthacen (I) 

ae ln all ae ll — 7 

hat eau eae 

handeln kénnte, durch eine Reihe von Versuchen, in welchen sie 
farbloseem Anthracen, Chrysen und 1,2,5,6-Dibenz-anthracen ge- 
ringe Mengen 2,3-Benz-anthracen zusetzten. Durch Krystallisation 
konnten diese, nunmehr schwach gelb gefiirbten Kohlenwasser- 
stoffe nicht wieder farblos erhalten werden. Auch nach unseren 
Beobachtungen gelingt es nach den iiblichen physikalischen 
Reinigungsmethoden nicht, das Anthracen farblos zu erhalten. 

Bei der Adsorption einer Benzinlésung von technischem 
Anthracen in einer Siéule von aktivem Aluminiumoxyd‘4) erhialt 
man eine scharfe gelbe Zone, aus der durch Eluieren mit Ather 
und mehrmalige Wiederholung der Adsorption ein Kohlenwasser- 
stoff gewonnen wird, der in kupferbronzegliinzenden Blittchen 
krystallisiert. Das Chrysogen des Anthracens ist nach Schmelz- 
punkt, Mischschmelzpunkt (337° korr.), Elementaranalyse, Absorp- 
tionsbanden 475, 443, 420 my (in Benzol), Adsorptionsverhalten 
sowie nach der Farbreaktion mit konzentrierter Schwefelsiiure 
moosgriin) identisch mit Naphthacen (I). 

Wahrend das entwickelte Chromatogramm im Tageslicht nur 
die gelbe Zone des Naphthacens erkennen lat, beobachtet man 
im Licht der Analysenquarzlampe drei gut ausgepriigte Zonen. 
Dicht iiber der gelben Zone des Naphthacens betindet sich eine 
scharfe, tiefblau fluorescierende Zone, aus welcher reines Car- 
bazol isoliert wurde. Das Anthracen bildet eine breite, blau- 
violett fluorescierende Zone im untersten Teil des Rohres, wihrend 
sich im Filtrat, je nach der Reinheit des Ausgangsmaterials, 
sréBere oder kleinere Mengen von niedrig schmelzenden Paraffinen 
und Naphthalinderivaten finden. 

Aus 6¢ ,,gereinigtem Anthracen Riedel fiir wissenschaftliche 
Zwecke“ konnten wir 350 mg = 5,8°/,, aus 10g ,Anthracenum 
Kahlbaum* 5 mg = 0,05°/, reines Carbazol isolieren. Das er- 
haltene Anthracen schmilzt bei 219° (korr. Berl) und zeichnet 
sich im Gegensatz zum Ausgangsmaterial durch intensiv blaue 
Fluorescenz aus. Die Fluorescenz des reinen Anthracens wird 
schon durch einen Zusatz von 3/,99999°/) Naphthacen fast vollig, 
durch einen solchen von 3/,,9)°/) vollstiandig geléscht. Gutes 
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Anthracen des Handels enthilt etwa 0,1°/,, Anthracenum Kah]. 
baum etwa 1/,9990°/, Naphthacen. Das Ausgangsmaterial fiir di: 
Isolicrung enthielt 0,5°/,. 

In einigen Fallen beobachteten wir in Anthracenchromato- 
grammen unter der blauen Zone des Carbazols eine im ultra- 
violetten Licht tief dunkelblau fluorescierende Zone, aus der wir 
reines Anthrachinon isolierten. Aus 10g Anthracen erhieltey 
wir in einem Falle etwa 20 mg Anthrachinon. Vielleicht handel: 
es sich dabei um ein wihrend der Aufarbeitung des Chromato- 
gramms gebildetes Oxydationsprodukt. 


Chrysen. 


Im Hinblick auf unsere Untersuchungen iiber die carcinogene 
Wirkung verschiedener Substanzen war es von besonderem Inter- 
esse festzustellen, ob das im Handel erhiltliche Chrysen voll- 
kommen einheitlich ist. Nach den Untersuchungen von Twort 
und Fulton?) gelingt es, durch Pinseln von Chrysen bei Miiusen 
Krebs zu erzeugen. Die carcinogene Wirkung des Chrysens ist 
nach den Angaben dieser Autoren sehr gering. EK. W. Kenna- 
way) gelang es nicht, die von Twort und Fulton gemachten 
Angaben zu reproduzieren. Es wiire denkbar, daB die von T wort 
und Fulton beobachtete Wirksamkeit ihres Chrysenpriiparates 
auf eine Beimengung zuriickzufiihren ist. Tats&chlich erweist 
sich das Chrysen des Handels als chromatographisch nicht ein- 
heitlich. Im Tageslicht beobachtet man im oberen Teil des Chro- 
matogramms eine schmale gelbe Zone, in welcher der Kohlen- 
wasserstoff enthalten ist, dem das Chrysen seinen Namen yerdankt. 
Seinen Absorptionsbanden und seinem Adsorptionsverhalten sowie 
der Schwetelsiurereaktion nach handelt es sich dabei um Naph- 
thacen (1). Im Licht der Analysenquarzlampe lassen sich 3 Zonen 
unterscheiden. Im obersten Teil des Adsorptionsrohres findet 
sich eine auferordentlich scharfe, intensiv blau fluorescierende 
Zone, darunter die gelbe Zone des Naphthacens, wiihrend das 
Chrysen ein breites, blau fluorescierendes Band im unteren Tei! 
des Rohres bildet. 

Aus der obersten Zone wurde eine stickstoffhaltige Sub- 
stanz isoliert, die sich als 1,2-Benzcarbazol (IV) identifizieren 
lieB. Der Nachweis geschah durch Vergleich mit einem nach: 
St. H. Oakeshott und 8. G. P. Plant’) synthetisierten Produkt. 
mit welchem es in Schmelzpunkt, Mischschmelzp. 283—234° (korr.). 
Schwefelsiiurereaktion (griingelb) sowie Pikrat identisch war. Es 
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ist damit neben dem schon friher aus Steinkohlenteer isolierten 
2,3-Benzcarbazol (III) ein weiteres Benzcarbazol als Bestandteil 
des Steinkohlenteers nachgewiesen worden. 

Ob das 1,2-Benzcarbazol fiir die carcinogene Wirkung von 
Chrysenpraparaten verantwortlich zu machen ist, wird zur Zeit 
geprift. Kine solche Méglichkeit ist gegeben auf Grund der 
konstitutiven Ahnlichkeit mit 1,2-Benz-anthracen (II), von welchem 
sich eine Reihe stark krebserregender Kohlenwasserstoffe ableiten. 
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Obwohl die Chrysenzone im Chromatogramm einheitlich er- 
scheint, ist durch Elution der gesamten Zone kein reines Chrysen 
zu gewinnen. Aus dem untersten Teil der Chrysenzone, bzw. aus 
den ersten Filtraten liBt sich ein Chrysen gewinnen, das nach- 
weisbare Mengen einer Schwefelverbindung enthilt, die noch 
nicht in reinem Zustand gefaBt wurde. Die Schwefelverbindung 
besitzt eine etwas geringere Adsorptionsaffinitit als Chrysen, so 
daB sie bei hinreichend langer Entwicklung vollstiindig in das 
Filtrat tiibergeht, wihrend schwefelfreies Chrysen im Rohr zuriick- 
bleibt. Die Differenzen in den Adsorptionsaffinititen zwischen 
Chrysen und dieser Schwefelverbindung sind so gering, daB man 
reines Chrysen in einem Analysengang nur in einer Ausbeute 
von 10—20°/, erhilt. 

Unsere Erfahrungen, daB sich Schwefelverbindungen chro- 
matographisch recht schwer abtrennen lassen, decken sich mit 
den Beobachtungen, die H. Hofmeister, 8. Wisselinck und 
A. Miller’) bei Versuchen. zur Entschwefelung eines rohen 
Braunkohlenteeréls mit Hilfe von Adsorptionsmitteln im Rohr 
gemacht haben. 

Den Schmelzpunkt mehrfach gereinigten Chrysens fanden wir 
hei 255—256° (korr. Berl), in der Literatur wird ein Schmelz- 
punkt von 251° angegeben. Das so gewonnene Chrysen fluoresciert 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXX. 11 





162 Alfred Winterstein, Karl Schén und Hellmuth Vetter, 


im Tageslicht schwach blau, im Licht der Analysenquarzlampe 
tiefblau. Die Fluorescenz wird, ebenso wie bei Anthracen schon 
durch minimale Mengen von Naphthacen geléscht. 


Pyren. 


Wihrend Anthracen und Chrysen schon seit lingerer Zeit 
als farblos erkannt worden sind, ist die Frage, ob Pyren farblos ist 
oder nicht, erst in neuester Zeit entschieden worden. C. Graebe” 
hat ein farbloses Pyren durch Belichten einer Benzollésung er- 
halten, konnte den Versuch spiiter aber nicht reproduzieren’), 
G. Goldschmidt), der sich eingehend mit der Farbe des 
Pyrens beschiftigt hat, gelang es nicht, Pyren farblos darzustellen, 
so daB er aus der citronengelben Farbe auf chinoide Struktur 
schloB. Er strebte eine Entfiirbung des Pyrens vergeblich an 
durch Behandeln mit Tierkohle, Sublimation, Kochen mit Natrium, 
mehrwiochiges Bestrahlen mit Sonnenlicht und Kochen mit Alu- 
miniumamalgam. Durch Behandeln von Pyren mit Maleinsiure- 
anhydrid in siedender Xylollésung gelang es Clar?!), Pyren farblos 
zu erhalten, aus dem Umstand, dafi die gelbe Beimengung mit 
Maleinsiiureanhydrid reagiert, schlofB Clar, daB diese dem An- 


thracentypus angehort. 


Auch zur Reindarstellung des Pyrens ist die chromato- 
graphische Adsorptionsanalyse vorziiglich geeignet. Im obersten 
Teil des Chromatogrammes beobachtet man im Licht der Analysen- 
quarzlampe eine tiefblaue Zone, darunter eine breite gelbe Zone, 
im untersten Teil des Rohres eine verhiltnismifbig schmale, hell- 
blau fluoreszierende Zone, welche farbloses Pyren enthilt. Das 
Pyren ist schwerer farblos zu erhalten als Anthracen oder Chrysen. 
Es lassen sich durch einmalige Adsorption nur etwa 10°/, des 
angewandten Pyrens vollkommen farblos gewinnen. Hier empfiehlt 
es sich, iiber die Aluminiumoxydschicht eine schmale Schicht von 
Aluminiumoxyd-Carboraffin (2:1) zu geben, wodurch Verunreini- 
gungen stirker zuriickgehalten werden. 
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*) Nach einer freundlichen Privatmitteilung von F. Mayer, Frankfurt. 
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Wahrend wir in Anthracen und Chrysen als einziges Chry- 
sogen Naphthacen nachweisen konnten, finden sich im Pyren neben 
den Absorptionsbanden des Naphthacens noch diejenigen des 
2,3-(1'2’-Naphtho-)anthracens (VI) 

Reines Pyren schmilzt bei 156° (korr. Berl) und zeichnet 
sich durch eine charakteristische, hellblaue Fluorescenz aus. 

Aus der obersten, blau fluoreszierenden Zone wurde nach 
lution mit Ather, zweimaliger Wiederholung der Chromatographie 
und anschlieBender Sublimation eine im Steinkohlenteer bis jetzt 
noch nicht nachgewiesene heterocyclische Verbindung isoliert, das 
2,3,5,6-Dibenzo-cumaron oder Brasan(V). Es findet sich in 
reinem Pyren in sehr geringen Mengen. Aus 3 g reinem Pyren 
(l'eerverwertungsgesellschaft Duisburg-Meiderich) konnten wir 3 mg 
= 0,1°/, reines Brasan isolieren. In gréBeren Mengen findet es 
sich in den bei der Pyrendarstellung abfallenden Mutterlaugen. 

Es ist bemerkenswert, daB in den von uns unter- 
suchten Kohlenwasserstoffen neben dem Chrysogen in 
jedem Falle ein charakteristischer heterocyclischer Be- 
cleitstoff vorhanden ist: Anthracen-Carbazol, Chrysen- 
1,2-Benzcarbazol, Pyren-Brasan. 


Picen. Daf dem Anwendungsbereich der chromatographischen 
Analyse gewisse Grenzen gesetzt sind, zeigen Versuche, aus einem 
Rohpicen*) (Schmelzp. 290—295°) reines Picen darzustellen. Aus- 
gehend von 2 g Substanz gelangten wir nach mehrmaliger Adsorp- 
tion nur zu wenigen Milligrammen eines Produktes, das bei 345—350° 
schmolz, wihrend fiir reines Picen ein Schmelzpunkt von 365—366 ° 
angegeben wird?*), Es ergab sich dabei wohl eine betrachtliche 
Anreicherung an tiefer schmelzenden Verbindungen, doch war die 
Ausbeute an héher schmelzenden Produkten derart gering, dab 
eine vollstiindige Reinigung unverhiltnismaibig grofe Mengen 
Adsorptionsmittel und bei der Schwerléslichkeit des Picens sehr 
grobe Mengen Lésungsmittel erfordern wird. 

Von Interesse ist die Mannigfaltigkeit der dem Rohpicen 
beigemengten gelb firbenden Substanzen. Neben den Banden des 
Naphthacens und des 2,3-(1’2’-Naphtho-)anthracens (VI) beobach- 
teten wir im obersten Teil des Chromatogrammes eine Substanz 
mit einer sehr langwelligen Bande (502 my in Benzol), die wahrschein- 
lich dem 1,2-Benzo-6, 7-(1’,2’-naphtho)-anthracen (VII) angehdrt. 





*) Fiir die Uberlassung dieses Priiparates sind wir Herrn Prof. Dr. 
L. Ruzicka zu Dank verpflichtet. 
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Aus den tiefer liegenden Zonen isolierten wir Fraktionen, 
deren erste Absorptionsbanden bei 466, 434 und 407 mu (Benzol) 
lagen. Bei der letzteren handelt es sich vermutlich um die Bande 
des 1,2-Benzpyrens (VIII), es wire danach nicht verwunder- 
lich, wenn Rohpicen krebserregende Wirkung besiBe. 
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Experimenteller Teil. 


ChromatographischeReinigung von Anthracen. 6g Anthracen Riedel] 
fiir wissenschaftliche Zwecke“ wurden in Benzin gelést und an eine 25 ccm 
hohe, 6 em dicke Siule von aktivem Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Ent- 
wickeln des Chromatogramms mit Benzin bildeten sich im obersten Teil 
des Chromatogramms einige schmutzigbraune Zonen, aus denen keine kry- 
stallisierenden Substanzen isoliert werden konnten. Im Licht der Analysen- 
quarzlampe konnten weiter unten 3 Zonen beobachtet werden. Im oberen 
Teil des Rohres eine schmale, scharfe, hellblau fluorescierende Zone, dar- 
unter eine gelbe und im unteren Teil des Rohres eine blau fluorescierende, 
breite Zone. Bei lingerem Waschen ging der gréBte Teil des Anthracens 
ins Filtrat, dessen erste Anteile paraffiniihnliche Substanzen enthielten. Das 
Anthracen krystallisierte beim Einengen in stark blau fluorescierenden, langen 
SpieBen. Die oberste Zone wurde mit Ather eluiert, der Ather verdampft, 
der Riickstand im Vakuum bei 0,5 mm und 150—170° sublimiert und das 
Sublimat aus Benzol unter Zusatz von Benzin umkrystallisiert. Es wurden 
350 mg farbloser, glinzender Blittchen erhalten, die bei 238° (korr. Ber!) 
schmolzen und mit Carbazol vom Schmelzp. 238° keine Depression gaben. 

Zur Gewinnung des Naphthacens wurde von einer Anthracen6lfraktion*) 
ausgegangen, aus welcher die éligen Anteile durch mehrmaliges Behandeln 
mit wenig Ather entfernt wurden. Das auf diese Weise gewonnene Roh- 
anthracen enthielt etwa 0,5°/, Naphthacen. 50 g dieses Rohanthracens 
wurden in 5 Chargen aus einer Benzinlésung in einem Rohr von 30 em 
Héhe und 8 cm Durchmesser an aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert. Die 
obersten Zonen des Chromatogramms wurden vereinigt und erneut der 
chromatographischen Analyse unterworfen. Nach mehrmaliger Adsorption 
wurde ein dunkelorange gefiirbtes Produkt erhalten, welches etwa 40°, 
Naphthacen enthielt. Durch Behandeln mit wenig Ather sowie fraktionierte 
Sublimation konnten noch etwas Anthracen sowie betriichtliche Mengen 
Carbazol entfernt werden. Erneute Adsorption an Aluminiumoxyd und 
Umkrystallisation aus Benzol lieferten schlieBlich 20 mg reines Naphthacen 
vom Schmelzp. 337° (korr. Berl). Mischschmelzpunkt mit synthetischem 
Naphthacen lag ebenfalls bei 337°. 


*) Der Firma L. Raschig, Ludwigshafen a. Rh. sind wir fiir Uberlassung 
einer gréBeren Menge von Steinkohlenteerdestillaten zu Dank verpflichtet. 
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Versuch zur technischen Reinigung von Anthracen. 10g Anthra- 
cen ,,Riedel fiir wissenschaftliche Zwecke“ wurden fein pulverisiert und 
auf eine 12 em hohe, 5 ecm dicke Schicht eines Gemisches von Aluminium- 
oxyd-Carboraffin (2:1) gegeben. Im unteren Teil des Rohres befand sich 
eine §5em hohe Schicht von Aluminiumoxyd. Es wurde mit 2 Liter eines 
Gemisches Benzin-Benzol (5:1) gewaschen und die einzelnen Filtrate ge- 
sondert aufgefangen: 


Filtrat 1 (150 cem) enthielt wenig hochsiedende Paraffine. 

Filtrat 2 (150 cem) enthielt 2 Substanzen, von denen eine in Petrol- 
ither schwer léslich war. Die leichter lésliche besaf} einen Geruch, der 
demjenigen des 2,6-Dimethyl-naphthalins ihnelte. 

Filtrat 3 (500 ccm) enthielt Anthracen vom Schmelzp. 214—215°. 

Filtrat 4 (8300 cem) enthielt Anthracen vom Schmelzp. 216° (weich bei 
214°). 

Filtrat 5 (200 eem) enthielt Anthracen vom Schmelzp. 217° (weich bei 
216%. 

Filtrat 6 (500 cem) enthielt Anthracen vom Schmelzp. 218°. 

Filtrat 7 bestand aus Anthracen und Carbazol (Schmelzp. 223—224°, 
weich bei 221°). 

Der Rohrinhalt wurde in 6 Teile zerlegt, die mit Ather eluiert wurden. 
Aus den mittleren vier Schichten wurden insgesamt 500 mg reines Carbazol 
yom Schmelzp. 238—239° gewonnen, wihrend in der untersten Schicht noch 
ein Gemisch von Anthracen und Carbazol vorlag (Schmelzp. 224—225°). 


Chromatographische Reinigung von Anthracen ,,Kahlbaum“. 
10g Anthracen ,,Kahlbaum“ wurden in Benzin gelést und an eine 20 cm 
hohe, 6 em dicke Schicht von aktiviertem Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim 
Entwickeln mit Benzin gingen 6 g Anthracen vom Schmelzp. 219° in das Filtrat 
iiber. Der Rohrinhalt wurde mit Benzin-Methanol eluiert, das Methanol 
durch mehrmaliges Waschen mit Wasser entfernt, die Benzinlésung getrock- 
net und nochmals an Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln gingen 
nochmals 3 g reines Anthracen in das Filtrat iiber. Der Rohrinhalt wurde 
wie oben beschrieben behandelt und nochmals an eine 8 em hohe, 4 cm 
dicke Schicht von Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des Chroma- 
togramms mit viel Benzin waren im Licht der Analysenquarzlampe im obersten 
Teil des Rohres zwei iiuBerst schmale, hellgelbe, durch eine farblose Zone ge- 
trennte Zonen zu erkennen, die nicht weiter untersucht wurden. Darunter sab 
eine scharfe, hellblau fluorescierende Zone, aus der nach Elution mit Ather eine 
kleine Menge schwach gelb gefiirbter Krystalle gewonnen wurden. Nach 
der Sublimation im Vakuum und Umkrystallisieren aus wenig Benzol wurden 
dmg glinzende, hellblau fluorescierende Blittchen gewonnen, die bei 236° 
(korr. Berl) sechmolzen und die mit reinem Carbazol keine Schmelzpunkts- 
depression gaben. Dicht unter der hellblauen Zone des Carbazols befand 
sich eine sehr schmale, gelb aufleuchtende Zone, deren Lésung die Banden 
des Naphthacens zeigten. Unter der Naphthacenzone befand sich eine tief- 
dunkelblau fluorescierende Zone, aus welcher nach Elution mit Ather und 
Sublimation im Vakuum schwach gelb gefirbte Nidelchen erhalten wurden, 
die im ultravioletten Licht braun fluorescierten. Nach Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt (277° korr. Berl) sowie nach dem chemischen Verhalten 
handelte es sich dabei um Anthrachinon. 
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Isolierung von 1,2-Benzcarbazol aus Chrysen ,,reinst“. 5 ¢ 
reinstes Chrysen des Handels (qualitative N-Probe negativ, S-Probe schwach 
positiv) wurden in 600 ccm eines Gemisches Benzin-Benzol (10:1) gelist 
und an eine Aluminiumoxydsiule von 14cm Héhe und 4,5 em Durch. 
messer adsorbiert. Beim Entwickeln des Chromatogramms mit 500 cem 
Benzin traten 3 Zonen auf. Die oberste Zone war etwa 1 cm breit und 
fluorescierte im Licht der Analysenquarzlampe hellblau, die mittlere Zone 
war sehr schmal und leuchtete gelb auf, wiihrend die unterste Zone sowie 
das Filtrat stark blau fluorescierten. 


Die oberste Zone wurde mit Ather eluiert, der Ather verdampft und 
der Riickstand aus Hexan und Eisessig umkrystallisiert. Dabei wurden 
15 mg = 0,3°/, 1,2-Benzcarbazol vom Schmelzp. 234—235° (korr. Berl) er. 
halten. Der Mischschmelzpunkt mit synthetisch dargestelltem 1,2-Benz- 
carbazol lag bei 234°, der Mischschmelzpunkt der Pikrate bei 185—186°. 
Farbreaktion mit konzentrierter Schwefelsiiure griingelb, auf Zusatz von 
1 Tropfen konzentrierter Salpetersiure tiefgriin. 


C,.H,,N Ber. C 88,5 H 5,0 N 6,4 
Gef. ,, 88,52, 88,37 , 5,01, 5,24 ) 6,48. 


Die zweite Zone zeigte nach der Elution mit Benzol-Methanol die 
Absorptionsbanden des Naphthacens (475, 446, 421 my). 


Aus der untersten Schicht lieB sich durch Elution mit Ather voll- 
kommen farbloses Chrysen gewinnen, das ebenso wie das aus dem Filtrat 
erhaltene Priiparat scharf bei 255—256° (korr. Berl) schmolz. 


Trotzdem dieses Chrysen als chromatographisch einheitlich erschien, 
konnten noch Spuren Schwefel nachgewiesen werden. Zur Isolierung 
reinen Chrysens und zur Feststellung der Adsorptionsaffinitit der Schwefel- 
verbindung wurden 2g Chrysen in einem Gemisch von 300 ccm Benzin 
und 50cem Benzol gelést, an 120g Aluminiumoxyd adsorbiert und mit 
600 cem Benzin entwickelt. Je 50 ccm der aus dem Adsorptionsrohr ab- 
flieBenden Fliissigkeit wurden gesondert aufgefangen und nach dem Ein- 
dampfen auf ihren Schwefelgehalt gepriift. Dabei zeigte sich, daf die 
Schwefelverbindung eine ihnliche Adsorptionsaffinitit besitzt wie Chrysen. 
Sie war in den ersten 75°/, des so erhaltenen Chrysens angereichert, 
wihrend die letzte Filtratfraktion (0,5 g) vollstiindig schwefelfrei war. Der 
Schmelzpunkt dieses Chrysens lag bei 256° (korr. Ber]). 


Isolierung von Brasan aus Pyren ,,rein“. 3g Pyren ,,rein“ (Ges. 
f. Teerverwertung, Duisburg-Meiderich) wurden in 250 cem Benzin geliést 
und in einem Rohr von 23cm Hohe und 4,5 em lichter Weite an 250 g 
Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach der Entwicklung mit 700 ccm Benzin 
beobachtete man im Licht der Analysenquarzlampe drei Zonen. Die oberste, 
5em breite ZoneI fluorescierte tiefblau, darunter lag eine breite gelbe 
Zone, wihrend eine verhiltnismiéBig schmale, charakteristisch hellblau 
fluorescierende Zone nur zum Beginn der Adsorption sichtbar war, da sie 
bei der folgenden Entwicklung mit Benzin rasch in das Filtrat tiberging. 


Aus Zone I lieB sich durch Elution mit Ather eine hellbraune Sub- 
stanz vom Schmelzp. 191—193° isolieren. Sie wurde in 100 ccm Petrol: 
fither (30—50°) gelést und in einem 14 cm hohen, 4,5 cm breiten Rohr an 
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120 g Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach der Entwicklung mit 300 ccm 
Petrolither war unter einer schmalen gelben Zone I eine im Licht der 
Hg-Lampe blau fluorescierende 1,5 cm breite Zone zu beobachten. Die nach 
der Elution hieraus gewonnene Substanz wurde durch Sublimation im 
Hochvakuum bei 120° in farblosen, glinzenden Blittchen vom Schmelz- 
punkt 204— 205° (korr. Berl) erhalten. Der Mischschmelzpunkt mit Brasan 
zeigte keine Depression. Ausbeute an reinem Brasan 3 mg = 0,1°/). 


C,.H,,0 Ber. C 88,1 H 5,4 
Gef. ,, 88,77  ,, 5,04. 


Farbreaktion mit konzentrierter Schwefelsiiure: in der Kilte farblos, 
beim Erwiirmen schwache Gelbfiirbung. 


Aus der breiten gelben Zone der ersten Adsorption erhielt man nach 
der Elution mit Ather ein gelb gefiirbtes Pyren vom Schmelzp. 146—148°. 
Die Lésung in Benzol zeigte die fiir Naphthacen und 1,2,6,7-Dibenz- 
anthracen charakteristischen Absorptionsbanden (476, 446, 421 mu bzw. 
453, 426 mu). 


Die Abtrennung der letzten Spuren dieser beiden gefiirbten Kohlen- 
wasserstoffe von Pyren ist aus unbekannten Griinden recht schwierig. Zur 
Gewinnung vollkommen farblosen, hellblau fluorescierenden Pyrens wurde 
folgendermaBen verfahren: 


Das gesamte, gelbgriin fluorescierende Filtrat (500 ccm) wurde an 200 g 
Aluminiumoxyd adsorbiert und mit 600 cem Benzin zum Chromatogramm 
entwickelt. Im Licht der Analysenquarzlampe beobachtete man im obersten 
Teil des Rohres eine schmale gelbbraune Zone I, aus der nur Spuren einer 
briiunlichen Substanz gewonnen werden konnten. Die Liésung dieser Sub- 
stanz in Benzol zeigte eine breite verwaschene Absorptionsbande bei 456 mu, 
die darunterliegende, blau fluorescierende Zone II lieferte ebenfalls nur 
sehr wenig Substanz, die die Absorptionsbanden von Naphthacen und 
1,2,6,7-Dibenz-anthracen besaB. Dieselben Absorptionsbanden waren in 
der folgenden Zwischenschicht III zu erkennen. Aus der untersten, stark 
hellblau fluorescierenden breiten Zone IV konnte ein ganz schwach gelb 
gefiirbtes Pyren vom Schmelzp. 153—154° erhalten werden, das in sehr 
hoher Konzentration die Banden des 1,2,6,7-Dibenz-anthracens zeigte. Das 
Filtrat dieser Adsorption wurde in Fraktionen von je 100 ccm getrennt auf- 
gefangen. Aus dem ersten Anteil erhielt man 70 mg rein weibes, jedoch 
nicht fluorescierendes Pyren vom Schmelzp. 156°, der zweite Anteil lieferte 
800 mg Pyren, das die gleichen Eigenschaften besab, wihrend das 3. und 
4, Filtrat (1,5 g) schwach gelb gefirbtes Pyren vom Schmelzp. 154—155° 
lieferten. Fraktion 1 und 2 wurden in 200 cem Petrolither (30—50°) gelést 
an 150 g aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert und mit 600 ccm Petrolither 
entwickelt. Je 100 cem des Filtrates wurden fiir sich aufgefangen, wobei 
man aus den ersten 4 Anteilen insgesamt 300 mg vollkommen weiBes, 
hellblau fluorescierendes Pyren vom Schmelzp. 156° (korr. Berl) erhielt. 
Das aus den letzten Anteilen des Filtrates gewonnene Pyren besa den 
gleichen Schmelzpunkt, zeigte jedoch nicht die typische Fluorescenz und 
war in dicker Schicht deutlich gelb. 
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Ahnlich wie bei Chrysen sind auch chromatographisch einheitliche 
Pyrenfraktionen unter Umstinden noch schwefelhaltig. Um schwefelfreies 
Pyren zu erhalten wurden 4g in 250 ccm Benzin gelést und an 120¢ 
Aluminiumoxyd adsorbiert. Bei der Entwicklung mit Benzin ging die 
Schwefelverbindung mit den ersten 3 g des Pyrens in das Filtrat, wihrend 
im Rohr bzw. in den letzten Filtraten 1 g schwefelfreies Pyren enthalten 
war. Zur Gewinnung des fluorescierenden Pyrens wird wie oben an- 
gegeben verfahren. 


Picen. 2g Rohpicen vom Schmelzp. 290—295° wurden in 5 Liter 
Benzin gelést und an 250g aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach 
der Entwicklung mit 2 Liter Benzin wurde das Chromatogramm in 5 Teile 
zerlegt. Das Filtrat wurde in 3 Fraktionen aufgefangen. 


Zone I oben. Schmelzp.310—315° 502, 475, 467, 461, 446 mu (Benzo). 


Zone II Schmelzp. 300—310°. 475, 446, 434, 424 mu. 
Zone III Schmelzp. 324—327°. 475, 446, 434, 423 mu. 
Zone IV Schmelzp. 320—332°. 475, 456, 446, 422 mu. 
Zone V Schmelzp. 301—305°. 475, 456, 446, 426 mu. 

I. Filtrat. Schmelzp. 250—252°. 476, 446 mu. 

II. Filtrat. Schmelzp. 281—286°. 475, 456, 446, 426 mu. 
II. Filtrat. Schmelzp. 310—315 °. 475, 456, 446, 426 mu. 


Zone III und IV wurden in 150 ccm Schwefelkohlenstoff gelést und 
an 120g Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach der Entwicklung mit 700 ccm 
Benzin, das 5°/, Schwefelkohlenstoff enthielt, wurde das Chromatogramm 
in 3 Teile zerlegt: 


Zone I (oben) . . Sechmelzp. 333—335°. 5 mg gelb gefirbt. 
Zone II . . Schmelzp. 326—328°. 15mg ,, i 
Zone III . .  Schmelzp. 326—329° 50mg schwach gelb gefiirbt. 


Die in Zone III enthaltene Substanz wurde in 50cem Schwefel- 
kohlenstoff gelést und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Nach dem Entwickeln 
mit 200 ecem Benzin, das 5°/, Schwefelkohlenstoff enthielt, konnten zwei 
Zonen beobachtet werden. Aus der obersten, im Tageslicht gelb erschei- 
nenden wurden durch Elution mit Ather 30 mg einer gelblichen, bei 330 
bis 833° schmelzenden Substanz isoliert. Die unterste farblose Zone lieferte 
4 ¢ eines farblosen, blau fluorescierenden Produktes vom Schmelzp. 343—346 ° 
(korr. Berl). 


Zusammenfassung. 
1. Das ,,Chrysogen“ des technischen Anthracens ist Naphthacen. 


2. Die Gelbfirbung verschiedener aromatischer Kohlenwasser- 
stoffe, wie z. B. Pyren und Chrysen, wird durch Naphthacen und 
1,2,6,7-Dibenzo-anthracen bedingt. 

3. Als bisher unbekannte Bestandteile des Steinkohlenteers 
wurden aus ,reinem“ Chrysen 1,2-Benzcarbazol, aus_,,reinem“ 
Pyren Brasan isoliert. 
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VI. Mitteilung'): 1,2-Benzpyren. 


Von 
Alfred Winterstein und Hellmuth Vetter. 


Mit 4 Figuren im Text. 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber krebserregende 
Substanzen von Teeren’) erschien uns das Studium des von 
J. W. Cook und Mitarbeitern’) als krebserregendes Agens des 
Steinkohlenteers erkannten 1,2-Benzpyrens ([) von besonderem 
Interesse. J.Maisin und P. Liegeois*) beschreiben ein 1,2-Benz- 
pyrenpriparat, das in Schmelzpunkt, Farbe und Léslichkeit von 
demjenigen Cooks wesentlich abweicht. Auch in physiologischer 
Hinsicht scheinen Unterschiede zu bestehen; bei dem von Maisin 
und Liegeois verwendeten 1,2-Benzpyren trat der Krebs bei 
Mausen friiher auf als in den Versuchen von Cook. Nach der 
Auffassung von Maisin und Liegeois kénnen fiir diese Differenz 
folgende F'aktoren verantwortlich gemacht werden: das 1,2-Benz- 
pyren kénnte ein Isomeres des von Cook dargestellten Priparates 
sein, ferner kénnte eine aktivere Verbindung dem Kohlenwasser- 
stoff beigemengt sein oder es kénnte sich um einen Effekt handeln, 
der durch die héhere Konzentration der angewandten 1,2-Benz- 
pyrenlésung (1°/, bei Maisin, 0,03°/, bei Cook) bedingt wird. 
Die Méglichkeit einer Isomerie ist aus theoretischen Griinden 
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abzulehnen, hingegen wire es denkbar, daB bei der Synthese des 
1,2-Benzpyrens Substanzen entstehen, die stirker krebserregend 
wirken als letzteres. 

Bei der Synthese verschiedener aromatischer Kohlenwasser- 
stoffe (vgl. die IV. Mitteilung) haben wir gefunden, daB neben den 
theoretisch zu erwartenden Produkten stets eine gréBere Zahl 
von Verbindungen entsteht, fiir welche ein Bildungsmechanismus 
nicht ohne weiteres angegeben werden kann. Die Abtrennung 
dieser als Nebenprodukte in kleinen Mengen entstehenden Ver- 
bindungen gelingt sehr gut auf chromatographischem Wege. 

In der vorliegenden Untersuchung befassen wir uns mit der 
chromatographischen Reindarstellung des 1,2-Benzpyrens; es 
konnte gezeigt werden, daB das von Maisin und Liegeois fiir 
die Tierversuche verwendete Priparat nicht ganz rein war. 

Das von uns chromatographisch gereinigte 1,2-Benzpyren- 
praparat ist praktisch identisch mit dem reinsten Priparat von 
Cook*). Die Farbe unseres Priiparates ist zwar deutlich ver- 
schieden von derjenigen des Cookschen 1,2-Benzpyrens, das 
unsrige ist mehr griingelb, wihrend das Priparat 
von Cook eher orangegelb ist. Kine etwas mehr 
orangegelbe Farbe des Kohlenwasserstoffs be- 

| obachteten wir bei Priparaten, die noch Spuren 
| Selen enthielten. Im Schmelzpunkt der beiden 
|] | Priiparate (177°, korr. Berl) konnten keine 
| | Unterschiede beobachtet werden. Das von 


70.0 


75107 


Maisin und Liegeois beschriebene Priparat, 
| das um mehrere Grade tiefer schmilzt (169 
| bis 173°) als das Cooksche war danach nicht 
i rein. Die Héhe der bei 405 mu [8-10% in 

asi | ] Benzol, 3,5-10° in Hexan] liegenden Absorp- 
| | | tionsbande ist bei unserem und bei dem Pri- 
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parat von Cook praktisch dieselbe (vgl. Fig. 1). 

AsO9 450m. Bei der chromatographischen Trennung 
Fig. 1. des Selendehydriecrungsproduktes, wie es aus 

4’- Keto-1'2'3'4’-tetrahydro-1, 2-benzpyren ent- 

steht, geht das 1,2-Benzpyren sehr rasch in das Filtrat iiber. 
Das beim Verdampfen des Lisungsmittels erhaltene 1,2-Benzpyren 
besitzt bis in die letzten Fraktionen den theoretischen Schmelz- 
punkt von 177°, die Beimengungen werden also quantitativ im 





*) Fiir die Uberlassung eines Vergleichspriiparates sind wir Herrn 
Dr. J. W. Cook sehr zu Dank verpflichtet. 
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Adsorptionsrohr zuriickgehalten. Aus dem obersten Teil des 
Chromatogrammes wurde eine braunrote Substanz isoliert, die nur 
zum Teil krystallisierte, in der darunterliegenden, orangegelben 
Zone war eine kleine Menge einer bei 180° schmelzenden gelben 
Substanz enthalten, die sich aus itherischer Lésung mit Lauge 
ausschiitteln lie’. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um das 
4'-Oxy-1,2-Benzpyren (LI). 
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Im unteren Teil des Rohres fand sich eine neutrale Substanz, 
die bei 435 my und 423 my scharfe Absorptionsbanden zeigte und 
die mit konzentrierter Schwefelsiiure eine violettrote Farbreaktion 
gab. Offenbar handelt es sich um einen Kohlenwasserstoff, der 
nach unbekanntem Reaktionsmechanismus bei der Dehydrierung 
entsteht. Zur Entscheidung, ob neben dem 1,2-Benzpyren bei 
der Dehydrierung des 4’-Keto-1’,2’,3’,4’-tetrahydro-1,2-benzpyrens 
neben dem 1,2-Benzpyren noch andere carcinogene Substanzen 
gebildet werden, haben wir die in den Adsorptionsréhren ver- 
bliebenen Anteile, die nur wenig 1,2-Benzpyren enthielten, eluiert 
und das erhaltene Produkt zum Pinseln von Miusen verwendet. 
Uber die Tierversuche, die von O. Schiirch, Ziirich, ausgefiihrt 
werden, berichten wir in anderem Zusammenhang. 

Versuche iiber die krebserregende Wirkung des 1,2-Benzpyrens 
sind bis jetzt nur durch Pinseln von Lisungen des Kohlenwasser- 
stoffs in organischen Lésungsmitteln auf die Haut bzw. durch 
Injektion von Kohlenwasserstofflésungen in Ol angestellt worden. 
1,2-Benzpyren list sich, wie wir gefunden haben, in einer wiB- 
rigen Lésung von desoxycholsaurem Natrium beim Erwirmen 
ziemlich gut. Durch Zusatz einer konzentrierten Acetonlésung des 
Kohlenwasserstofis zu einer heifen 20°/, igen Lisung von desoxy- 
cholsaurem Natrium in Wasser, lassen sich leicht 2 mg 1,2-Benz- 
pyren pro Kubikzentimeter in Lésung bringen. Diese Menge ist 
hinreichend, um auch bei gréBeren Tieren die Wirkungen des 
1,2-Benzpyrens bei intravenéser und subcutaner Injektion zu 
studieren. 

In Fig. 2 ist die Absorptionskurve von 1,2-Benzpyren in 
wiiBriger Lésung von desoxycholsaurem Natrium wiedergegeben. 
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Die Lage der Absorptionsbanden ist praktisch die gleiche wie 
in Hexan- (Fig. 4) oder Chloroformlésung (Fig. 3). Die Extinktions- 
koeffizienten*) der verschiedenen Banden sind aber in den drei 
Lésungsmitteln bemerkenswerterweise sehr verschieden. In wiif- 
riger Lisung ist die bei 385 mu liegende Bande gleich hoch, wie 
die bei 365 mu liegende, wahrend in Chloroformlésung erstere 
héher als letztere, in Hexanliésung letztere héher als erstere ist. 
Bei der bei 405 my liegenden Absorptionsbande zeigen sich auch 
zwischen der Hexan- und Chloroformlésung (vg). Fig. 1) betriacht- 
liche Unterschiede. 
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Vig. 4. 


Zur Charakterisierung des 1,2-Benzpyrens stellte J. W. Cook 
ein Chinon dar, das er jedoch nicht in reinem Zustand fassen 
konnte. Auch bei der Reindarstellung des 1,2-Benzpyren-chinons 
leistete die chromatographische Methode vorziigliche Dienste. Bei 
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der Adsorption des rohen Chinons an Aluminiumoxyd konnte eine 
kleine Menge einer tiefrot gefiirbten schén krystallisierenden Ver- 
bindung abgetrennt werden, der wahrscheinlich die Formel eines 
Dichinons zukommt. Das von uns gewonnene, in orangegelben 
Nadeln krystallisierende Chinon ergab Analysen, die scharf auf 
ein Monochinon passen, der Schmelzpunkt lag iiber 50° héher als 
derjenige des Cookschen Priparates. 


Experimenteller Teil. 


1,2-Benzpyren. 50 ¢ 4’-Keto-1’,2’,3’,4’-tetrahydro-1,2-benz- . 


pyren*) wurden mit 30g Selen vermischt und in einem Claisen- 
kolben 12 Stunden lang auf 320—340° erhitzt. Die noch fliissige 
Masse wurde in eine groBe Porzellanreibschale gegossen, nach dem 
Erkalten fein pulverisiert und mit 1 Liter Benzol ausgekocht. Die 
auf 500 ccm eingeengte Benzollésung wurde in dem auf Seite 143 be- 
schriebenen Adsorptionsapparat der chromatographischen Trennung 
unterworfen. Die Adsorptionssiiule bestand aus einer 15 cm hohen 
Schicht von Aluminiumoxyd, auf welche eine 5 cm hohe Schicht 
eines Gemisches Aluminiumoxyd—Carboraffin (2:1) gegeben wurde. 
Als Entwicklungsfliissigkeit diente ein Gemisch Benzin—Benzol (5: 1). 
Das 1,2-Benzpyren ging rasch in das Filtrat iiber, es wurde so 
lange nachgewaschen, bis aus der Kohleschicht eine griine und 
dann eine braune Zone ausgetreten waren. Beim Einengen des 
Filtrates auf ein kleines Volumen und Versetzen mit Petrolither 
fiel reines 1,2-Benzpyren vom Schmelzp. 177° (korr. Berl) in 
feinen, gelbgriinen Nidelchen aus. Ausbeute 22 g = 47°/, d. Th. 

Nach Reduktion des Ketons mit Natrium nach der von Cook 
angegebenen Vorschrift und anschlieBender Dehydrierung wurde 
in einem Fall eine Ausbeute von 55°/, erzielt. 

Aus der Aluminiumoxydschicht konnte durch Elution mit 
Ather eine gelbe Substanz erhalten werden, die in Lauge lislich 
war, offenbar handelt es sich dabei um das 4’-Oxy-1,2-Benzpyren. 

Durch liingeres Auskochen des Selenriickstandes mit Benzol 
konnte durch chromatographische Reinigung neben kleinen Mengen 
1,2-Benzpyren eine Verbindung isoliert werden, die eine griBere 
Adsorptionsaffinitét besaB als 1,2-Benzpyren und die durch zwei 
scharfe, bei 435 und 423 mu (Benzol) liegende Absorptionsbanden 
charakterisiert war. Mit konzentrierter Schwefelsiure gab diese 
Verbindung eine violette Farbreaktion. 





*) Dargestellt nach A. Winterstein, H. Vetter und K. Schén. 
Ber. chem. Ges. im Druck. 
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1,2-Benzpyren-chinon. Das 1,2-benzpyren-chinon wurde nach 
der Vorschrift von Cook durch Kochen von 1,2-Benzpyren in 
Schwefelsiure mit Kaliumbichromat dargestellt. Zur Reinigung 
wurden 500 mg des braunroten Reaktionsproduktes in 300 cem 
Benzol gelést und an eine 15 cm hohe, 3 cm dicke Schicht von 
aktiviertem Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln mit 
500 ccm Benzol bildeten sich 3 scharf getrennte Zonen aus. Zu 
oberst fand sich eine schmale, braune Zone, im mittleren ‘Teil 
des Rohres eine scharfe 4 mm breite tiefrote Zone, darunter eine 
breite orangerot gefirbte Zone, in welcher sich das Monochinon 
befand. In das Filtrat war etwas unveriindertes 1,2-Benzpyren 
iibergegangen. Die orange gefirbte Zone wurde mit Ather eluiert, 
der Ather verdampft und der Riickstand aus Benzol umkrystalli- 
siert. Das Monochinon krystallisiert in kleinen, orangegelb ge- 
farbten Nadelchen vom Schmelzp. 292—293° (korr. Berl). 


C,,H,,0 Ber. C 85,11 H 3,55 Gef. C 85,53 H 3,79. 


Zusammenfassung. 


1. Die chromatographische Methode ist vorziiglich geeignet 
zur priparativen Darstellung des krebserregenden 1,2-Benzpyrens. 

2. Das von J. Maisin und P. Liegeois beschriebene 1,2- 
Benzpyren stellt keine einheitliche Substanz dar. 

3. 1,2-Benzpyren la8t sich unter Verwendung von desoxychol- 
saurem Natrium in waBrige Lésung bringen. 


Literatur. 
. V. Mitteilung vgl. Seite 158. 
. O.Schiirch u. A. Winterstein, Z. Krebsforschg. im Druck. 
. J. chem. Soc. Lond. 1933, 395. 
. C. r. Soc. Biol. 115, 733 (1934). 
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Zur Freilegung der Phosphoesterasen aus der Leber. 
[2. Abhandlung '): Zur Kenntnis der Phosphatasen.] 


Von 
Eugen Bamann, Erwin Riedel und Kurt Diederichs. 


(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. und pharm. Chemie 
der Techn. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. September 1934.) 


I. Gewinnung von wirksamen Losungen. 


Vergleichende Versuche zur Gewinnung von phosphatatisch 
cut wirksamen Lésungen aus tierischen Organen sind bisher nicht 
durchgefiihrt worden. LEinige Forscher haben zum Zwecke der 
Darstellung von Lésungen zerkleinerte Frischorgane mit Wasser 
ausgezogen, andere gewannen die Enzymlésungen aus den mit 
Aceton entwasserten Trockenpriparaten. 

Demgegeniiber versuchen wir nach dem Vorbild der Iso- 
lierung der Esterase’) aus der Leber die Freilegung der Phospho- 
esterasen — der bisher bekannten vom Wirkungsoptimum p,,= 9,5 
und der erst kiirzlich aufgefundenen') vom Wirkungsoptimum 
py = 5 bis 6 — unter Ausnutzung der wihrend und nach der Ab- 
titung der Zelle eintretenden enzymatischen Abbauvorgiinge. 
liese Methode zeichnet sich durch ihre Variationsméglichkeit aus. 
Durch Uberwachung und Regulierung der Zellautolyse gelingt es 
ja, Lésungen zu gewinnen, welche die Enzyme in héheren Rein- 
heitsgraden, aber auch in bestimmter Zusammensetzung, nimlich 
hinsichtlich der Verankerung an verschiedenen Trigersubstanzen, 
enthalten. AuBerdem erreicht man mittels dieser Methode viel- 
fach ein selektives In-Lésung-Gehen einzelner Enzyme aus ihrer 
Vielzahl in der Zelle. 

Den Verlauf der Freilegung der beiden Phosphoesterasen 
aus der Schweineleber und — zum Zwecke des Vergleichs — der 
Esterase verfolgen wir unter drei verschiedenen Bedingungen: 
Wir stellen die Ergebnisse bei natiirlich, d. h. ohne Regulierung 


1) 1, Abhandl. E. Bamann u. E. Riedel, Diese Z. 229, 125 (1934). 
*) E.Bamann, J. N. Mukherjee u. L. Vogel, Diese Z. 229, 15 (1934). 
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der Wasserstoffionenkonzentration verlaufender Autolyse den Be- 
funden bei alkalischer und bei saurer Autolyse vergleichend 
gegeniiber. Dabei ergibt sich folgendes Bild: 


1. Freilegung der Esterase: Die vollstindige Uber- 
fihrung der Esterase in Lésung ist, wie vor kurzem E. Bamann, 
J. N. Mukherjee u. L. Vogel gezeigt haben, nur durch Autolyse 
bei alkalischer Reaktion méglich. Unter dieser Bedingung wurde 
in dem in Tab. 1 wiedergegebenen Versuch in der Versuchsdauer 
von etwa 5 Tagen (Vers.1i) eine Freilegung von 76°/, erreicht, 
wihrend sich bei der natiirlichen und bei der sauren Autolyse 
eine Ausbeute von nur 40 bzw. 19°/, ergab. Die in der Tabelle auf- 
gefiihrten Werte lassen erkennen, daf bei natiirlicher und 
saurer Autolyse im Laufe von 5 Tagen die Freilegung gegeniiber 
der bereits in 2 Stunden erreichten keine Fortschritte macht. Ks 
ist im Gegenteil ein Riickgang festzustellen, der dadurch zustande 
kommt, da durch lingere Eimwirkung der vorhandenen bzvy. 
entstehenden Saiure Koagulation von urspriinglich in Loésung 
gegangenem Eiwei8 stattfindet, an dem Esterase verankert ist. 


2. Freilegung der Phosphoesterase vom Wirkungs- 
optimum p, = 5,5. Fur die Gewinnung dieses Enzyms eignet 
sich im Gegensatz zur Esterase die Freilegung im alkalischen 
Milieu nicht. Nach 2 Stunden sind etwa 45°/, des Enzyms in 
Liésung gegangen, im Laufe des Freilegungsversuchs nimmt die 
Konzentration des Enzyms in der Lésung noch ab, wohl infolge 
Zerstérung durch das Alkali. Giinstiger fiir die Freilegung ist das 
saure Milieu: Bereits in den ersten Stunden geht eine betricht- 
liche Menge Phosphoesterase, gegen 70°/,, in Lésung; bei lan- 
gerer Versuchsdauer sinkt die Ausbeute allerdings, wohl aus dem 
gleichen Grunde wie bei der Esterase. Am erfolgreichsten waren 
die Versuche unter den Bedingungen der natiirlichen Autolyse: 
Nach 2 Stunden ermittelten wir in Lisung 79°/, des Enzyms, in 
24 Stunden stieg die Ausbeute auf etwa 90°/,. Es hat den An- 
schein, daB die Bindung zwischen dem Trager dieses Enzyms 
und der Zellsubstanz zum grofen Teil eine besonders lockere ist; 
fiir ihre Lésung scheint schon eine Verinderung der physikalisch- 
chemischen Eigenschaften innerhalb des Zellaufbaues, wie sie 
bereits durch Aufschlemmen des Organs in Wasser oder neutralen 
Elektrolytlésungen erreicht wird, zu geniigen. Zellabbau bei 
neutraler Reaktion bewirkt In-Lésung-Gehen eines weiteren An- 


teils des Enzyms. 
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3. Freilegung der Phosphoesterase vom Wirkungs- 
optimum p,, = 9,5. Weit schwieriger als die Freilegung der eben 
beschriebenen Enzyme ist die Auflésung der bei alkalischer 
Reaktion wirksamen Phosphoesterase. Durch Autolyse bei 
alkalischer oder saurer Reaktion kann man keine besonders 
cut wirksamen Lésungen gewinnen. In den ersten Stunden betrigt 
die Ausbeute um 10°/,, spiter nimmt die Enzymkonzentration 
ab. Etwas giinstiger sind die Werte bei den Versuchen unter 
den Bedingungen der unbeeinfluBten Autolyse. Von anfinglich 
19°/, steigt die Ausbeute in 24 Stunden auf etwa 40°/,. Es ist 
uns aber nie gegliickt, mehr als 50°/, dieses Enzyms in Lésung 
iiberzufiihren. Diese Phosphoesterase ist demnach im Gegensatz 


zu der vorher beschriebenen (vom Wirkungsoptimum p,, = 5,5) 
ungleich fester an die Zellbestandteile verankert. 
Tabelle 1, 


Versuche zur Freilegung der Phosphoesterasen und der Esterase 
aus der Frischleber. 
(Die angegebenen Einheiten beziehen sich auf 100 ccm iiber Kieselgur 
filtriertes Autolysat; in Versuch 1 bestand das Autolysengemisch aus 1 Teil 
Leberbrei + 12 Teilen Wasser bzw. n/30-Essigsiure bzw. n/30-Ammoniak- 
lésung, in Versuch 2 aus 1 Teil Leberbrei + 6 Teilen Wasser und in Ver- 
such 3 aus 1 Teil Leberbrei + 3 Teilen Wasser. Toluol; t= 80”) 

















Versuchs- Dauer . | | om 
der Autolyse E.-E. | Ph.E.-[e},, | Ph.E.-[e],” 
swummer in + | 
Natiirliche Autolyse 
la 2 357 = 51,79), | 5,6 = (79°/)) 0,7 = (19°/,) 
b 24 425 = 61,6, | 6,2 = (87%,) | 1,5 = (41%) 
¢ 117 279 = 404%) 5,8 = (75%) | 0,9 = (25%) 
Autolyse bei saurer Reaktion 
d 2 273 = 89,69, | 5,0 = (70%) | 0,2 = ( 6%.) 
e 24 194 = 28,19), | 4,7 = (66%) | 0,1 = ( 8%) 
f 117 136 = 19,7"), | 26 = (37%) | 0,0 =( 0%) 
Autolyse bei alkalischer Reaktion 
g 2 435 = 68,09/, | 3,3 = (46°/,) | 0,4 = (12%,) 
h 24 478 = 69,3°/, | 2,6 = (37%/,) | 0,4 = (12%,) 
117 525 = 76,19/, | 0,9 = (12%) | 0,2 = ( 6%) 
Natiirliche Autoly ge 
2a 2 | 11,9 = (90%,) | 1,5 = (22%) 
b 24 | 12:0 = (90%,) | 2,7 = (40% 
¢ 117 | 10,4 = (79%) | 2,0 = (80°/,) 
3a 2 | 20,7 = (90%) | 2,5 = (21%) 
b 24 | 20,2 = (88%/,) | 4,8 = (87°,) 
¢ 117 | 19,0 = (88°/,) | 5,1 = (48°/,) 
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Der Verlauf der Freilegung der drei gepriiften Enzyme ist im ein- 
zelnen aus Tab. 1 zu ersehen. Die Werte entstammen Versuchen, die paralle| 
und unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt wurden. Neben den 
Enzymeinheiten (jeweils fiir 100 cem abgetrennte und iiber Kieselgur fil- 
trierte Lésung) ist auch die Freilegung in Prozenten, bezogen auf den 
Enzymgehalt der angewandten Frischleber, angegeben. Die Enzymmenge 
und die Ausbeutezahlen sind im Falle der Esterase als ein quantitatives 
Ma8 zu werten, da in Versuchen mit dem Frischorgan und in solchen mit 
Lésungen daraus eine exakte Enzym- Mengenbestimmung 1) méglich ist. Im 
Falle der beiden Phosphoesterasen sollen sie nur eine Ubersicht gewihren; 
in welchen Grenzen es bei diesen Enzymen erlaubt ist, auf Grund der 
Wirksamkeit auf Enzymmengen zu schlieBen, wird man erst entscheiden 
kénnen nach dem Vorliegen zahlreicherer Analysen, wie sie im nichsten 


Abschnitt begonnen werden. 

Die Versuche der Tab. 1 sind bei drei weiteren Schweine- 
lebern durchgefiihrt worden. Das Gesamtbild stimmt iiberein; 
doch unterscheiden sich alle Leberproben voneinander hinsichtlich 
Schnelligkeit und AusmaB der Uberfiihrung der Enzyme in 


Lésung. 


II. Uber die Bestimmbarkeit der Phosphoesterasen-Mengen 
im Frisch- und Trockenpraparat, in Ausziigen und Riickstanden. 


Wir versuchen, Enzym-Mengen- und Konzentrationsvergleiche 
bei dem Frischorgan, dem 'Trockenpraiparat, den daraus dar- 
gestellten Liésungen und den verbleibenden Organriickstiinden im 
Falle der beiden Phosphoesterasen anzustellen. Die besonderen 
Verhiltnisse, die bei der Bestimmung dieser Enzyme obwalten’), 
lassen nicht die Genauigkeit erwarten, die wir beim Mengenver- 
gleich der Leberesterase erzielen. 

Im Falle der Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 9,5 
erfolgt die Freilegung wihrend der Autolyse des Organs nur sehr 
unvollstindig. Eine vollstiindige Freilegung ist uns bis jetzt noch 
nicht gelungen. Aus diesem Grunde haben wir uns tiber die Mog- 
lichkeit eines Mengenvergleichs des Enzyms in der frischen Leber und 
in geléstem Zustand noch kein abschlieSendes Urteil bilden kénnen. 
Die nachstehenden Versuche lassen indes den Knzym-Mengen- 
vergleich bei beiden Phosphoesterasen als angingig erscheinen. 

Beispieli, Frischleber: Nach 10 stiindiger Autolyse (1 Tl. Leber- 
brei + 12T]. Wasser) wurden die Zellriickstinde durch langeres Zentrifugieren 


von der Fliissigkeit, die etwas triibe blieb, abgetrennt, der Riickstand mit 
Wasser Sees und das Waschwasser mit dem ersten Zentrifugat vereinigt: 


1) E. Bamann, J. N. Mukherjee u. L. Vogei, Diese Z. 229, 15 (1934). 
2) Vgl. 1. Abhandl. 
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Im Zentrifugat bestimmten wir . . . 11,2 Ph.E.-[e],,, und 2,8 Ph.E.-[e], 
In den Zellriickstiinden fanden sich . 4,3 Ph.E.-[e],,, und 3,3 Ph.E.-[e], 


15,5 Ph.E.-[e],,, und 6,1 Ph.E.-[e], 
Die Anal. d.angew. Frischl.(15,4g) ergab 13,7 Ph.E.-[e], , und 5,8 Ph.E.-[e], 


Beispiel 2, Trockenpriparat: Ein Bilanzversuch bei einem 
Aceton-Trockenpriparat hatte folgendes Ergebnis: 





Trockenleber 5g . . . . . . 14,2 Ph.E.-[e],,, und 9,4 Ph.E.-[e], 
J. a) Ausz. (2 Std.) mitn/20-NH, . . 10,8 Ph.E.-[e];; und 4,2 Ph.E.-[e], 
b) Riickstand . . . . . . ~~ 1,2 Ph.E.-[e], , und 5,3 Ph.E.-[e], 


a+b 12,0 Ph.E.-[e]; und 9,5 Ph.E.-[eJ, 
I]. a) Ausz. (2 Std.) mit n/20-Essigsiure 12,3 Ph.E.-[e],,, und 0,6 Ph.E.-[e], 
b) Riickstand . . . .. . . . 4,1 Ph.E.-[e];,, und 2,6 Ph.E.-[e], 


ath 16,4 Ph.E.-[e],,, und 3,2 Ph.E.-[e], 
Die Ursachen gelegentlicher Differenzen liegen “entweder in 
Stérungen der Reaktionskinetik, die durch die ungleiche Verteilung 
von Aktivatoren und Hemmungskérpern — vor allem des aktivie- 
renden Mg und des hemmenden Phosphats — beim Freilegungs- 
und Lésungsvorgang eintreten mu, oder aber in einer teilweisen 
Zerstérung der Enzyme wiihrend des Extraktionsvorgangs durch 
Alkali oder Siiure (Beispiel 2, Extr. d. Trockenpriip.; vgl. den folg. 
Abschn, IIT.) 


Ein weiteres Beispiel zeigt die Enzymverluste bei der Uberfiihrung 
der Frischleber in ein Trockenpriparat durch Entwiissern mit Aceton: 





100 g Frischleber -——> 28g Trockenpriparat 
ae. «<a eA 10200 7000 
Ph.E.-(e]s,5 - °° > 86 78,6 
PhE-[e]l) . - - - 84,5 51,8 
gl): ne 266 187 


II. Bestandigkeit der beiden Phosphoesterasen. 


Die Bestiindigkeit der beiden Phosphoesterasen in Lésungen 
ist unter giinstigen Bedingungen eine recht gute. So bleibt das 
Wirkungsvermégen der Lisungen, gemessen bei p,, = 9,5 und bei 
Pp, = 5,5, konstant, wenn man sie bei neutraler Reaktion im Kis- 
schrank (t = 6°) aufbewahrt'). Die Phosphoesterase vom Wirkungs- 
optimum p,, = 9,5 finden wir auch verhiltnismaBig bestiindig in 
schwach ammoniakalischem Milieu: Aufbewahrung im Kis- 
schrank beeintrichtigte die Wirksamkeit nicht, lingeres Stehen 
bei Zimmertemperatur war von einem nur leichten Riickgang der 





1) In einem Falle haben wir beim Aufbewahren einer durch Autolyse 
von Frischleber gewonnenen klaren Lésung im Lisschrank eine Aktivitiits- 
zunahme von 60°/, wahrgenommen. Diese Beobachtung blieb aber vereinzelt. 

12* 
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Aktivitiit begleitet. Dagegen scheint dieses Knzym gegen saure 
Reaktion empfindlich zu sein. Umgekehrt ist die Phosphoesterase 
vom Wirkungsoptimum p, = 5,5 auBer in neutralem auch in 
saurem Milieu gut bestiindig. EKinige Beispiele, die diese Aussage 
stiitzen, sind nachstehend aufgefiihrt: 


1. Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber, 1 + 20, 1 Std. bei 30°, neutralis.: 


a) In 100 cem nach der Darstellung 0,8 Ph.E.-[e], und 7,1 Ph.E.-[e], . 
b) ,, 100cem ,, 8tig. Aufbewahren im Eisschrank 0,9 Ph.E.-[e), 


und 7,2 Ph.E.-[e], ;. 
Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber, wie unter 1., jedoch nicht neutral.: 


a) In 100 cem nach der Darstellung 0,8 Ph.E.-[e], und 7,1 Ph.E.-[e], . 
b) ,, 100cem ,, 4ti&gigem Aufbewahren bei 30° 0,7 Ph.E.-[e], und 
3,9 Ph.E.-[e];, 5« 

3. Ausz. mit n/40-CH,COOH aus Trockenleber, 1 + 30, 2 Stdn. bei 20° 

nicht neutralisiert: 

a) In 100 cem nach der Darstellung 0,4 Ph.E.-{e], 

b) ,, 100cem ,, 4 tigigem Stehen bei 20° 0,1 Ph.E.-[e],. 
4, Ausz. mit n/40-CH,COOH aus Trockenleber, 1 + 20, 1 Std. bei 30°, 

nicht neutralisiert: 

a) In 100 cem nach der Darstellung 11,6 Ph.E.-[e], ; 

b) ,, 100cem ,, 5tigigem Aufbewahren bei 30° 9,2 Ph.E.-[e], ;. 

Auf Grund der beobachteten Unbestindigkeit der alkali- 

schen Phosphoesterase und der Bestindigkeit der sauren 
Phosphoesterase bei saurer Reaktion lat sich bereits die Vor- 
aussage machen, daB unter dieser Bedingung eine Gewinnung 
des von uns neu aufgefundenen Enzyms, getrennt von der alkali- 
schen Phosphoesterase, in enzymatisch einheitlichem Zustande 
moglich sein wird. Die Gewinnung der enzymatisch einheitlichen 
Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 5,5 ist inzwischen 
auch mittels eines selektiven Inaktivierungsverfahrens durch- 
gefiihrt worden }). 


bo 


IV. Zur Charakterisierung verschiedener Lyo- und Desmokomplexe 
der Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 9,5. 


Den bisherigen allgemeinen Beobachtungen iiber die Aktivier- 
barkeit der phosphorsiureester-spaltenden Enzyme durch Mg 
fiigen wir eine neue an, die das AusmaB der Aktivierbarkeit 
verschiedener Enzymfraktionen betrifft. Wir haben nimlich fest- 
stellen kénnen, daB man in dem Aktivator Mg ein Reagens be- 
sitzt, durch das man den verschiedenen Zustand der Enzyme 
erkennen kann. 


) E.Bamann u. K. Diederichs (noch unverdffentlicht). 
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Die Merkmale der einzelnen Fraktionen weisen von Liésung 
zu Lésung nicht etwa einen uniibersehbaren Wechsel auf, sondern 
lassen wohlgeordnete Abstufungen erkennen, innerhalb deren der 
Vergleich von einem der untersuchten Beispiele zum anderen 
allerdings Schwankungen zeigt. - 

Die gelésten Anteile des Enzyms sind ausgezeichnet durch 
besonders groBe Aktivierbarkeit. Unter diesen Lyo-Phospho- 
esterasen lassen sich wiederum diejenigen in besonderem MaBe 
aktivieren, die an weniger hochmolekulare Trager gebunden sind. 
Mit steigender MolekilgréBe des Enzymkomplexes scheint die 
Aktivierbarkeit abzunehmen. Diesen SchluB ziehen wir aus ver- 
schiedenen Befunden: So zeigt das Enzym, das dem Frischorgan 
durch rasches Ausschiitteln mit Eiswasser entzogen werden kann, 
eine iiberaus grofe Aktivierbarkeit. Vergleicht man weiterhin 
die Aktivierbarkeit in Lésungen, die durch rasches Ausziehen 
von Trockenleber mittels verdiinnter Essigsiure bzw. Ammoniak- 
ljsung gewonnen worden sind, so wird sie zugunsten der mittels 
Kssigsiure dargestellten Lésung gefunden. SchlieBlich spricht 
fiir unsere Auffassung der Befund, da8 eine Fraktionierung der 
in dem ammoniakalischen Auszuge enthaltenen Lyoenzyme durch 
vorsichtige Essigsiurefallung gelingt: Der in Lésung bleibende 
Enzymanteil ist besser aktivierbar als die an die fallbaren (héher- 
molekularen) EiweiBstoffe gebundenen Anteile. Diese Ergebnisse 
werden durch nachstehende Ubersicht belegt: 

i. Ausz. aus frischem Leberbrei unter sorgf. Ausschlu8 autolyt. Vorginge, 
dargestellt durch kurzes Schiitteln von 10g Brei mit 100ccm eisgekiihltem 


Wasser, iiber Kieselgur filtriert: 
100 cem: Ph.E.-[e], wegen zu geringer Wirksamkeit nicht bestimmbar; 


Ph.E.-[eJt 2,8, also sehr groBe Aktivierbarkeit. 


Ausz. mit n/40-CH,COOH aus Trockenleber; 1 + 20, 2 Stunden bei 30°; 
100 ccm: Ph.E.-[e], wegen zu geringer Wirksamkeit nicht bestimmbar; 
Ph.E.-[e]f 15,2, also sehr groBe Aktivierbarkeit. 


5. a) Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber; 1 + 10, '/, Stunde bei 20°; 
100 cem: 1,9 Ph.E.-[e],, bzw. 28,1 Ph.E.-[e]{, entspr. 1379°/, Aktivier. 


b) Enzymlésung nach Essigsiurefillung; 
100 cem: 0,4 Ph.E.-[e],, bzw. 21,8 Ph.E.-[e]}, entspr. 5350°/, Aktivier. 


c) Niederschlag der Essigsiurefiallung; 
100 cem: 0,4 Ph.E.-[e],, bzw. 2,7 Ph.E.-[ejf, entspr. 575°/, Aktivier. 
Eine weitere GesetzmiBigkeit erkennt man, wenn man das 
Aktivierungsmerkmal von aufeinander folgenden Ausziigen beob- 
achtet: Der nachfolgende Auszug zeigt gegeniiber dem vorher- 
gehenden eine geringere Aktivierbarkeit. So ergaben sich folgende 


Abstufungen: 


~ 
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a) Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber; 1 + 20, 1 Stunde bei 20°; 

100 cem: 0,6 Ph.E.-[e],, bzw. 24,5 Ph.E.-[e]f, entspr. 3983°/, Aktivier. 
b) Ausz. mit n/40-NH, aus Riickstand a): 1 + 20, 2 Stunden bei 20°; 

100 cem: 0,4 Ph.E.-[e],, bzw. 0,8 Ph.E.-fe]f, entspr. 100°/, Aktivier. 

Mit dieser Erscheinung steht wohl auch die Beobachtung 
in Verbindung, daB die Aktivierbarkeit einer Lésung mit der 
Dauer der Extraktion bzw. Autolyse eine EinbuBe erleidet oder 
stindig fillt. Beispielsweise betrug die Aktivierbarkeit eines 
Autolysats (1 Teil Frischleber + 3 Teile Wasser) einer nach 2 bzw. 
48 Stunden abgetrennten Probe 276°/, bzw. 0°/, (2,1 Ph.E.-[e]. 
und 7,9 Ph.E.-[e]+, bzw. 6,2 Ph.E.-[e]> und 5,7 Ph.K.-[e]+ in 
100 ccm’). In einem anderen Falle (Autolysat: 1 Teil Frischleber 
+ 6 Teile Wasser) betrug die Aktivierung der nach 24 Stunden 
abgetrennten Probe nur mehr 10°/,, wiihrend die nach 2 Stunden 
entnommene Probe eine Aktivierung von 443°/, ergab (5,9 Ph.E.-[e]- 
und 6,5 Ph.E.-[e]+, bzw. 2,1 Ph.E.-[e]> und 11,4 Ph.E.-[e]+ in 
100 ccm). 

Kine dritte Beobachtung bezieht sich auf Verinderungen in 
der Aktivierbarkeit von Liésungen beim Aufbewahren: Wihrend 
die Aktivierbarkeit in Ausziigen, die unter vorsichtigen Bedin- 
gungen, z. B. bei neutraler Reaktion, aufbewahrt wurden, im all- 
gemeinen konstant blieb, fillt sie in Enzymlésungen, die bei 
ammoniakalischer oder saurer Reaktion standen: 

1. a) Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber; 1 + 20, 1 Stunde bei 30°; 
100 cem: 0,8 Ph.E.-[e],, bzw. 18,7 Ph.E.-[e]*, entspr.' 2237°/, Aktivier. 

b) Ausz. a) nach 8 tig. Stehen bei neutraler Reaktion im Kisschrank; 
100 cem: 0,9 Ph.E.-[e],;, bzw. 16,9 Ph.E.-[e}t , entspr. 1777°/, Aktivier. 

c) Ausz. a) nach 4 tig. Aufbewahren bei alkalischer Reaktion und 30°; 
100 cem: 0,8 Ph.E.-{e],, bzw. 7,0 Ph.E.-fe]i, entspr. 775°/, Aktivier. 

2. a) Ausz. mit n/40-NH, aus Trockenleber; 1 + 30, 2 Stunden bei 20°; 
100 cem: 2,7 Ph.E.-[e],, bzw. 16,1 Ph.E.-[e]{, entspr. 496°/, Aktivier. 

b) Ausz. a) nach 6 tiigigem Stehen bei alkalischer Reaktion und 20°; 
100 cem: 1,9 Ph.E.-fe],, bzw. 4,8 Ph.E.-[e]}, entspr. 152°/, Aktivier. 
a) Ausz. mit n/40-CH,COOH aus Trockenleber; 1 + 30, 2 Stdn. bei 20°; 
100 ccm: 0,4 Ph.E.-[e],, bzw. 11,5 Ph.i.-[e]*, entspr. 2775°/, Aktivier. 

b) Ausz. a) nach 4tigigem Stehen bei saurer Reaktion und 20°; 
100 ccm: 0,1 Ph.E.-[e],, bzw. 1,7 Ph.E.-[e]f, entspr. 1600°/, Aktivier. 

4, a) Ausz. mit n/40-CH,COOH aus Trockenleber; 1 + 80, 2 Stdn. bei 20°: 
100 cem: 0,2 Ph.E.-[e],, bzw. 6,3 Ph.E.-[e]f, entspr. 3050°/, Aktivier. 

b Ausz. a) nach 4 tigigem Stehen bei saurer Reaktion und 30°; 
100 cem: 0,1 Ph.E.-[eJ,, bzw. 0,3 Ph.E.-fejf, entspr. 200°/, Aktivier. 


iS) 





1) Die Differenz in den Werten der Einheiten in den Versuchen mit 
und ohne Mg-Zusatz beruhen wohl auf Unstimmigkeiten der Reaktions- 
kinetiken. 





~ 
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Nach unseren bisherigen Kenntnissen wiirde man die beob- 
achteten Schwankungen der Aktivierbarkeit fihnlich wie bis vor 
kurzem bei der Lipase der Bauchspeicheldriise vor allem dem 
KinfluB der Begleitstoffe zuschreiben, deren Mengenverhiltnisse 
zum Enzym von einem Darstellungsverfahren zum anderen sich 
jndern kénnen. In Wirklichkeit wird diese Erklarungsweise ver- 
hiltnism&Big wenigen Beispielen gerecht. In der iiberwiegenden 
Zahl der gepriiften Fille tragen Verinderungen am Phospho- 
esterasekomplex selbst die Verantwortung fiir das veriinderte 
Verhalten. In den einzelnen Fraktionen liegen also Gemische 
yon Lyo-Phosphoesterasen vor und die Differenzierungen ihrer 
kolloiden Trager sind der Anla8 der wechselnden Aktivierbarkeit. 
Diese Folgerung kann man aus den ganz iihnlichen Verhiltnissen 
im Falle der Pankreaslipase?) herleiten. AuBerdem 1liBt sich in 
Mischversuchen (Tab. 2), deren Komponenten verschiedenartiger 


Tabelle 2 


Mischversuche. 


‘Die Versuchsansiitze (50 cem) enthalten bei iiblicher Substratkonzentration 
die in der Tabelle angegebenen Mengen Enzymlésung und jeweils 10 ccm 
NH,;—NH,Cl-Puffer py = 9; ¢ = 30°, 








Ph.E.-[e],” Ph.E.-[e],” 


"ers. ‘ ” we 
: . Beschreibung der Liésungen | cem | der Einzel- im aiischversuch 
lésungen _ ber. | oof. 





la Lésung, g gewonn. pe natiir- : 














liche Autolyse . . . 15 0,9 

b | Lésung, gewonn. durch Auto- st | if 
lyse bei alkalischer Reaktion | 15 0,2 

2a | Dialysierte Lésung, gewonnen | 
durch natiirliche Autolyse. | 25 0,6 

b | Dialysierte Lésung, gewonnen 0.8 1.0 
durch Autolyse bei alkali- ‘ 
scher Reaktion. . . . 25 0,2 

3a | Auszug mit n/40-NH, aus 
Trockenleber . 7,5 0,5 

b | Lésung, gewonn. durch natiir- | 06 | 0,5 
liche Autolyse...... 7,5 0,1 

4a | Dialysierter Auszug mit n/40- 
NH, aus Trockenleber . . | 30 0,6 

b | Lésung, gewonn. durch natiir- 0,7 0,7 
liche Autolyse...... 7,5 0,1 


!) E. Bamann u. P. Laeverenz, Diese Z. 225, 1 (1934). 
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Darstellung entstammen oder verschiedenen Reinheitsgrad auf- 
weisen, zeigen, daB den begleitenden von Fall zu Fall wechselnden 
Stoffen keine so tiberaus groBe Bedeutung zukommt; denn dieser 
EinfluB, der sich in den Mischversuchen durch Erhéhung oder 
Erniedrigung der Wirksamkeit bemerkbar machen muB, ist im 
allgemeinen unbedeutend. 

Die Methode der Aktivierung ist nicht nur kennzeichnend 
fiir die verschiedenen Lyo-Phosphoesterasen, sie erfaBt auch die 
ungelésten Anteile der Phosphoesterase; diese sind auf Grund 
unserer Analyse weniger aktivierbar als die Lyo-Phosphoesterasen. 


Bei unserer Untersuchung erfreuten wir uns der Unterstiitzung durch 
den Ingenieurdienst E. V. und seine Bezirksstelle Stuttgart sowie 
durch die Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 
schule Stuttgart. Fiir diese Férderung sprechen wir unseren aufrichtigen 
Dank aus. 
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Die Konstitution des Oxyketons C,,H,,0, aus Corpus luteum. 


Von 


E. Fernholz. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1984.) 


In ihren Arbeiten iiber das Corpus luteum-Hormon beschreiben 
A. Butenandt, U. Westphal und W. Hohlweg!) ein unwirk- 
sames Oxyketon der Formel C,,H,,0,. Dieses Keton stimmt in 
seinem Schmelzpunkte und denen seiner Derivate mit dem von 
mir zu einem anderen Zwecke dargestellten 3-Oxy-alloitiocholyl- 
methylketon, das dieselbe Summenformel besitzt, so auffiallig 
iiberein, daB ich diese beiden Stoffe fiir identisch halten méchte. 


Als Ausgangsmaterial zu seiner Darstellung benutzte ich die 
3-Acetoxy-bisnor-allocholansiure, die ich friiher aus Stigmasterin 
darstellen konnte*). Der weitere Abbau wurde in derselben Weise 
vorgenommen, wie bei der Uberfiihrung der Bisnor-cholansiure 
in Pregnan*) und der 3-Oxy-bisnor-cholensiure in Stoffe von der 
Wirkung des Corpus luteum-Hormons*) von A. Butenandt und 
Mitarbeitern. Ich habe also den Methylester der oben genannten 
Siure ([) mit Phenyl-magnesiumbromid umgesetzt und bin so zu 
dem Carbinol II gelangt. Durch thermische Wasserabspaltung 
konnte ich daraus das Diphenyl-ithylen III gewinnen. Dem Ab- 
bau mit Ozon unterworfen, lieferte III das Keton IV, das man 
als 3-Oxy-alloitiocholyl-methylketon bezeichnen mub. 

Als Nebenprodukt der Ozonisierung entstand bemerkens- 
werterweise immer etwas Oxyd (V), das aus dem Diphenyl-ithylen 
auch bei der Reaktion mit Benzopersiure entsteht. 

In einer Tabelle seien die Schmelzpunkte der beiden Ketone 
und ihrer Derivate zusammengestellt. 





1) Ber. chem. Ges. 67, 1440 (1934); Diese Z. 227, 84 (1934). 
*) Liebigs Ann. 507, 128 (1933). 5) Ber. chem. Ges. 64, 2529 (1931). 
*) Ber. chem. Ges. 67, 1611 (1934). 
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*) Im experimentellen Teile wird der Schmelzp. 224° angegeben, doch 
wiire auch diese Differenz nicht sehr bedeutend. 


Ich habe auBerdem noch die Semicarbazone des Ketons und 
seines Acetats dargestellt. Schmelzp. 253° bzw. 273° Ein direkter 
Vergleich der beiden Stoffe war mir nicht méglich, aber auch 
ohne ihn halte ich die Identitaét der beiden Substanzen fiir auBer- 
ordentlich wahrscheinlich. Auffillig ist es, daB dieses Keton in 
die Allocholansdurereihe gehért, wihrend sonst die gesittigten 
Naturstoffe aus der Klasse der Sterine zur Cholansiurereihe 
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gehoren. Kine Ausnahme bildet das Dihydrocholesterin, das ein 
stindiger Begleiter des Cholesterins ist. Eine besondere physio- 
logische Bedeutung konnte man dem Dihydrocholesterin noch 
nicht zuschreiben; im Darm wird es wie die kérperfremden Phyto- 
sterine nicht resorbiert. 


Versuchsteil. 


Carbinol II. 1 g Acetoxy-bisnor-allocholansiiure wurde mit Diazo- 
methan methyliert, der rohe Ester in trocknem Ather gelést und zu der 
Grignardlésung aus 0,6 g Magnesiumspiinen, 3,5 g Brombenzol und 20 cem 
Ather gegeben. Nach kurzer Zeit trat ein dicker Niederschlag auf. Der 
Ather wurde abgedampft und die Reaktion durch 10 stiindiges Erhitzen des 
Trockenriickstandes vervollstiindigt. Das in der gewdhnlichen Weise iso- 
lierte Carbinol wurde durch Destillation mit Wasserdampf von Diphenyl 
befreit und aus Aceton krystallisiert. Es bildet so Nadeln, die ein Mo 
Krystall-Aceton enthalten und nach scharfem Trocknen (bei 120° i. V.) bei 
207° schmelzen. 

3,380 mg Subst.: 10,410 mg CO,, 2,880 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 83,88 H 9,53 Gef. C 84,00 H 9,54. 


Mono-acetat. Durch kurzes Kochen mit Essigsiure-anhydrid 1iBt 
sich die sekundire Hydroxylgruppe glatt acetylieren. Das Acetat wurde 
aus Aceton in derben Blécken erhalten vom Schmelzp. 197°. 


4,068 mg Subst.: 12,17 mg CO,, 3,39 mg H,0. 
C,,H,,0; Ber. C 81,76 H9,16 Gef. C 81,56 H 9,32. 


Diphenyl-athylen (III). Zur Darstellung des Diphenyl-ithylens 
wurde das Carbinol II nicht isoliert. 

7,6 g des Methylesters I wurden mit dem Grignardreagens aus 5 g 
Magnesium, 18,6 cem Brombenzol und 50 ccm Ather nach der oben be- 
schriebenen Weise zur Reaktion gebracht. Das Diphenyl wurde dann aber 
nicht durch Destillation mit Wasserdampf entfernt, sondern das gesamte 
Produkt bei etwa 1 mm Vakuum destilliert. Bis zu einer Luftbadtemperatur 
von 200° gingen die Nebenprodukte iiber; die Abspaltung von Wasser 
setzte dann auch bald ein. Das gesamte Material ging bis auf einen ver- 
schwindenden Riickstand bei 240° tiber. Das Rohprodukt wurde 1 Stunde 
mit 50 ecem Essigsiiure-anhydrid gekocht. Beim Erkalten, meist schon 
wiihrend der Reaktion, schied sich das Acetat des Diphenyl-iithylens II 
ab. Ausbeute 5,4 g. 

Es bildet Blittchen beim Umkrystallisieren aus Essigester-Chloroform, 
die in den meisten Lésungsmitteln auSer Chloroform wenig léslich sind; 
Schmelzp. 246°. Im Ultraviolett hat es ein Absorptionsmaximum bei 254 mu. 


2,906 mg Subst.: 9,03 mg CO,, 2,43 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 84,64 H9,08  Gef. C 84,75 H 9,36. 


Zur Gewinnung des freien Alkohols (III) wurde das Acetat 3 Stunden 
mit 5°%,iger alkoholischer Kalilauge gekocht. Er wurde aus Methanol und 
Aceton gereinigt. Derbe Nadeln vom Schmelzp. 168°, leicht ldéslich in 
Alkohol, weniger leicht in Methanol und Aceton. Das Krystallésungsmittel 
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lieB sich nicht ganz entfernen, wie man aus dem zu niedrigen Wert fiir 
Kohlenstoff ersieht. Ein schwerlisliches Digitonid wurde nicht gebildet, 


4,116 mg Subst.: 13,03 mg CO,, 3,57 mg H,0O. 
C,,H,.0 Ber. C 87,50 H 9,08 Gef. C 86,34 H 9,75. 


Chlorid. 0,5 g des Alkohols wurden mit 0,25 g Phosphorpentachlorid 
und wenigen Kubikzentimetern Chloroform eine Nacht aufbewahrt. Dicke 
Nadeln aus Essigester-Methanol vom Schmelzp. 199°. Ausbeute 0,4 g. 


12,830 mg Subst.: 3,680 mg AgCl. 
C,,H,,Cl Ber. Cl 7,32 Gef. Cl 7,10. 


Oxyd (V). 1g Acetat des Diphenyl-iithylens III wurden in Chloro- 
formlésung mit der berechneten Menge Benzopersiiure in demselben Lésungs- 
mittel 60 Stunden in den Eisschrank gestellt. Dann wurde die Lisung zur 
Entfernung der Benzoesiiure mit Natriumcarbonat gewaschen. Der Riick- 
stand des Chloroforms wurde aus Aceton—Methanol umkrystallisiert und so 
das Oxyd als Acetat erhalten, das bei 225° schmilzt. Es bildet flache 
Nadeln, die leicht léslich sind in Aceton, schwer dagegen in Methanol 
Ausbeute 0,8 g. 


4,379 mg Subst.: 13,17 mg CO,, 3,49 mg H,0. 
C3,H,,0 Ber. C 82,07 H 8,81 Gef. C 82,02 H 8,81. 


Nebenprodukt bei saurer Wasserabspaltung. Versucht man das 
Diphenyl-ithylen darzustellen, dadurch, daB man das Carbinol II mit Eis- 
essig, Eisessig-Salzsiiure oder Essigsiiureanhydrid lingere Zeit kocht, so 
ist die Ausbeute an dem gewiinschten Produkt viel geringer, denn es ent- 
stehen viel harzige, hoch destillierende Nebenprodukte. Aus diesen Neben- 
produkten konnte ich noch einen neuen Stoff isolieren, der der Analyse 
nach ein Isomeres des Acetats von III ist. Dabei habe ich das Harz 3 Tage 
mit Eisessig-Salzsiure (3:1) gekocht. Aus Essigester-Chloroform krystalli- 
sierte dann ein Stoff in Nadeln aus, die bei 263° schmolzen und dem Acetat 
von IIIT in den Léslichkeiten glichen. Im Gegensatz zu ihm hat dieses 
Acetat keine Absorption iiber 240 mu, doch laBt sich iiber die Lage der 
Doppelbindung nichts sagen, da der Abbau mit Ozon nicht zu faBbaren 
Stoffen fiihrte. Ausbeute aus 8 g Ausgangsmaterial 0,6 g. Unter denselben 
Versuchsbedingungen wurde das Diphenyl-iithylen III in schlechter Aus- 
beute in diesen Stoff umgelagert. 


4,760 mg Subst.: 14,77 mg CO,, 3,82 mg H,0. 
Cy6H..02 Ber. C 84,64 H 9,08 Gef. C 84,82 H 9,00. 


3-Oxy-alloadtiocholyl-methylketon (IV). 3,5 g des Acetats von III 
wurden in 100 cem Chloroform gelést und dann 3'/, Stuaden ein miaBiger 
Ozonstrom durchgeleitet. Dann wurde die Lésung 1/, Stunde mit Wasser 
gekocht und so das Ozonid gespalten. Der Riickstand des Chloroforms 
wurde, nach Abdestillieren des Benzophenons bei 120° 1 mm, in 100 ccm 
Alkohol gelést und nach Zugabe von 2g Semicarbazid-hydrochlorid und 
2 g Natriumacetat, die vorher in wenig hei8em Wasser gelést wurden, 2 Stdn. 
gekocht. Hierbei schied sich das Semicarbazon bald krystallin aus; nach 


Erkalten der Lésung war die Fillung praktisch vollstindig. Ausbeute 1,8 g. 
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Das 3-Acetoxy-alloadtiocholyl-methylketon-semicarbazon krystalli- 
siert man am besten aus Chloroform—Alkohol um. Blittchen vom Schmelz- 
punkt 273°, in Chloroform leicht léslich, in Alkohol sehr wenig. 


3,970 mg Subst.: 10,04 mg CO,, 3,32 mg H,O. — 5,355 mg Subst.: 
0,484 cem Ny, (23°, 749 mm). - 
C,,H,,N,0, Ber. C 69,00 H 9,42 N 10,06 
Gef. ,, 68,96 ,, 9,86  ,, 10,27. 


3-Acetoxy-alloatiocholyl-methylketon. 2¢ des oben beschriebenen 
Semicarbazons wurden mit 20 ccm konzentrierter Salzsiiure iibergossen. Das 
Semicarbazon ging beim Umschiitteln in Lésung, bald setzte jedoch 
das Ausfallen des Ketons ein. Die Spaltung ist in wenigen Minuten voll- 
stiindig. Nach Zusatz von Wasser wurde es in Ather aufgenommen. Der 
Atherriickstand wurde, da teilweise Verseifung eingetreten war, 1 Stunde 
mit Essigsiiure-anhydrid gekocht. Flache Nadeln aus Methanol vom Schmelz- 
punkt 145°. Ausbeute 1,0 g. Es ist leicht léslich in Alkohol, Aceton und 
Methanol. 

2,995 mg Subst.: 8,42 mg CO,, 2,72 mg H,0O. 

CasH 5,03 Ber. C 76,60 H 10,07 Gef. C 76,67 H 10,17. 


Aus dem Acetat wurde durch Verseifen mit alkoholischer Kalilauge 
das 3-Oxy-alloitiocholyl-methylketon selbst erhalten. Es wurde aus 
Aceton umkrystallisiert und schmolz bei 195°. Leicht léslich in Alkohol, 
etwas weniger in Aceton und Methanol. 


4,085 mg Subst.: 11,82 mg CO,, 3,91 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 79,17 H 10,77 Gef. C 78,92 H 10,71. 


Das Oxim wurde durch 3stiindiges Kochen des Oxyketons mit einem 
eroBen Uberschu8 an Hydroxylamin-hydrochlorid und Natriumacetat in 
Alkohol erhalten. Aus Methanol-Wasser krystallisierte es in dicken Nadeln 
vom Schmelzp. 227°. 

Ein in der iiblichen Weise dargestelltes Semicarbazon schmolz bei 253° 
(unter Zers.). Blittechen aus Alkohol-—Benzol und Alkohol-Chloroform. Es 
erwies sich als sehr schwer verbrennlich. 


Isolierung des Oxyds (V) aus den Qzonisierungsprodukten des 
Diphenyl-athylens. Die alkoholischen Mutterlaugen aus der Darstellung 
des 3-Acetoxy-alloiitiocholyl-methylketon-semicarbazons wurden zur Trockne 
eingedampft und mit Ather behandelt. Hierbei blieb eine geringe Menge 
des Semicarbazons ungeldst. Der Riickstand des Athers lie8 sich durch 
Lésen in Aceton zur Krystallisation bringen. Die Krystalle wogen roh 
100 mg. Sie schmolzen nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 225° und 
gaben mit dem oben beschriebenen Oxyd keine Erniedrigung des Schmelz- 
punktes. 


4,183 mg Subst.: 12,57 mg CO,, 3,34 mg H,O. 
C,,H,,05 Ber. C 82,07 H 8,81 Gef. C 81,94 H 8,93. 


Der Firma E. Merck, Darmstadt, spreche ich an dieser Stelle fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit meinen verbindlichsten Dank aus. 
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Beitrige zur biochemischen Mikromethodik. 


VI. Photometrische Mikrobestimmung yon Amylase und Maltase. 


Von 
B. J. Krijgsman. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem zoologischen Laboratorium des tieriirztlichen Instituts zu Buitenzorg, Java.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1934.) 


Einleitung. In friiheren Mitteilungen [Krijgsman®)] habe 
ich iiber die nephelometrische Mikrobestimmung von Pepsin, 
Kathepsin und Trypsin mit Hilfe des Pulfrichstufenphotometers 
berichtet und in vorliegender Arbeit das damals verwendete 
Prinzip auf die Mikrobestimmung der Amylasewirkung ausgedebnt. 
Da das Stufenphotometer besonders auch fir colorimetrische 
Messungen in Mikroanordnung geeignet ist [vgl. **)], habe ich eben- 
falls eine colorimetrische Mikromethode zur Bestimmung von 
kohlenhydratspaltenden Enzymen, welche reduzierende Zucker ent- 
stehen lassen, ausgearbeitet. 

Die allgemeinen Versuchsbedingungen der hier veréffentlichten 
Methoden sind den friiher mitgeteilten vollkommen ahnlich. Ich 
arbeitete also zur Beseitigung von Verdampfungsfehlern mit kleinen, 
méglichst stets verschlossenen Versuchsglischen; als Pipetten 
wurden Blutmikropipetten benutzt und am Anfang und Ende der 
Versuche p,,-Bestimmungen mit der Lehmannmikroelektrode aus- 
gefiihrt. 

Amylase—Glykogensubstrat. Die Hydrolyse durch Amylasen 
ist, gleichwie die Wirksamkeit der Proteinasen, auf zwei ver- 
schiedenen Wegen zu verfolgen: Man kann die Abnahme der 
Substratmenge oder die Zunahme der Spaltprodukte bestimmen. 

Die Messung der Spaltprodukte beruht entweder auf der chemischen 
(titrimetrischen, colorimetrischen) Bestimmung der entstandenen reduzierenden 
Zucker oder auf der polarimetrischen Bestimmung ihrer optischen Eigen- 
schaften. Diese Verfahren sind weitgehend ausgearbeitet worden und 
gipfeln, was die Empfindlichkeit anbelangt, in der neuen Mikromethode 
von Linderstrem-Lang und Holter‘), die mit minimalen Flissigkeits- 
mengen genaue Zuckertitrierungen nach Willstitter und Schudel’’) aus- 
fiihrten. 
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Die Messung der Substratabnahme wird ausgefiihrt durch Feststellung 
der Anderung der physikalisch-chemischen Eigenschaften des Substrates. 
Zu dieser Arbeitsweise gehéren die Viscosimetrie [z. B. Olsson’), Elman, 
Arneson und Graham’), Thompson, Johnson und Hussey”)], die 
Jodmethoden [z.B. Wohlgemuth, Michaelis und Pechstein” usw.] 
und die Nephelometrie [Rona und y. Eweyk"’)}. 

Messung der Substratabnahme und Bestimmung der Spaltprodukt- 
zunahme sind prinzipiell vollkommen gleichwertige Methoden. Zwar besteht 
die Amylase aus mehreren Teilenzymen und ist die Geschwindigkeit der 
Substratabnahme nicht direkt mit der Zuckerzunahme vergleichbar*), doch 
solange man sich nur mit der Totalwirkung des Amylasenkomplexes be- 
schiftigt, sind beide Methoden gleich richtig (oder gleich falsch) und es 
wird bloB yon der Fragestellung abhingen, welche Arbeitsweise man anwendet. 

Beim Arbeiten mit Enzymgemischen (z. B. Amylase + Maltase) 
kann die Messung der Spaltproduktzunahme zu Komplikationen 
AnlaB geben, da man in solchen Fillen die kombinierte Wirkung 
mehrerer Enzyme bestimmt. Diese Schwierigkeiten kann man 
durch Messung der Substratabnahme vermeiden, weshalb es mir 
wertvoll erscheint, iiber eine einfache und genaue Mikromethode 
zur Substratbestimmung verfiigen zu kénnen. Als Grundlage 
solcher Methodik benutzte ich das nephelometrische Verfahren 
nach Rona und v.Eweyk, welches bekanntlich auf der Triibungs- 
messung einer stabilen kolloidalen Glykogenlésung beruht, deren 
Triibungsgrad direkt proportional mit der Konzentration ist. Rona 
und v. Eweyk arbeiteten mit 273 mg Glykogen in 100 ccm 
Fliissigkeit, also einer Konzentration von 0,273°/,. Jede Probe 
von 15 ccm enthielt etwa 41 mg Glykogen, als Enzym benutzten sie 
verdiinnten Speichel und mafen die Hydrolyse bei 37° und p,, = 6,54. 

Nach vielen Versuchen stellte sich nachfolgende Mikroanord- 


nung als die geeignetste heraus. 

BenGtigte Reagentien. — Glykogen, 0,3°/, ige Lésung. Das 
Glykogen wird aus Kaninchenleber hergestellt, indem man einem Kaninchen 
eine starke Glucoselésung eingibt und die Leber einige Stunden nachher 
auf die von Rona und v. Eweyk [vgl. auch Rona")} angegebene Weise 
verarbeitet. Die Lésung mu8 kurz -vor jedem Versuch frisch aus dem 
Glykogenpulver hergestellt werden. 

Natriumchlorid, 0,05°/,ige wiBrige Lésung zur Aktivierung der 
Amylase. 

Puffer A. Phosphatgemisch m/15 (py = 6,64). 

Puffer B. Phosphatgemisch m/15 (pq = 5,59). 

Puffer C. Phosphatgemisch m/15 (py = 4,49). 

Frischer menschlicher Speichel, verdiinnt 1: 100. 





*) Olsson stellte z. B. fest, da® die viscosimetrisch gemessene Ver- 
fliissigung einer Stirkelésung viel schneller verliuft als die Verzuckerung. 
Vel. auch Broeze}) und Klinkerberg’). 
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Ausfiihrung. In jedes von vier passenden Versuchsgliischen 
(numeriert I—IV) bringt man 4,5 ccm Glykogensuspension und 
0,1 ccm Kochsalzlésung. Darauf in Versuchsgliischen I und [] 
0,15 com Puffer A, in III 0,15ccm Puffer B und in IV 0,15 com 
Puffer C. Sodann bringt man in I 0,25 ccm Enzymlisung, mischt, 
nimmt sofort 1 ccm ab und stellt diese Probe in Eiswasser (zur 
Sistierung der Amylasewirkung). Ebenso verfihrt man mit Ver- 
suchsglischen II, III und IV, nur gibt man in II 0,25 cem aut- 
gekochte Knzymlésung (II ist also Kontrolle). Die Versuchs- 
glischen stellt man nach VerschlieBen mit Gummistopfen bei 35° 
in den Thermostaten. Darauf werden die Proben mit Hilfe des 
Stufenphotometers schnell in einer Plankiivette von 2,5 mm Schicht- 
dicke, mit Filter L, und Vergleichshelligkeit 3 nephelometriert. 
Nach bestimmten Zeiten entnimmt man den Versuchsgliischen 
wiederum Proben und nephelometriert nach Abkihlung in Kis- 
wasser. Die Behandlung einer Probe dauert etwa 5 Minuten. 


Tabelle I. 


Amylase—Glykogensubstrat. 
13,5 mg Glykogen und 2,5 cmm Speichel in 5 eem Totalfliissigkeit. 
Kontrollversuch mit aufgekochtem Speichel. Temp. = 35°. 






































Zeit Pu = 6,64 Pr = 5,59 Pr = 4,51 Kontrolle 

“s Absolute Pm Absolute | °/, | Absolute | mi Absolute 

Min. | Triibung | Spalt. Tribung | Spalt. | Triibung! Spalt. | Triibung 
— ——— ——_——— — < sane ——<———— — ———— 

0 0,331 0 0,301 | 0 0,325 | 0 0,321 
20 0,256 | 23 0,256 — 15 0,283 13 0,323 
40 0,205 | 38 0,227 25 0,257 | 21 0,321 
60 0,179 46 0,191 | 387 0,228 (| 30 0,321 

Tabelle LL. 
Amylase—Glykogensubstrat wie in Tab. I. 
Zeit Pr = 6,64 Pr = 5,58 Pu = 4,49 Kontrolle 








in | Absolute} °/, | Absolute} /, | Absolute| %/, | Absolute 
Min. Triibung | Spalt. Tritbung | Spalt. | Triibung | Spalt. | Triibung 














| 














0 0,323 0 0,333 | 0 0,319 | 0 0,329 
20 0,253 22 0,280 | 16 0,278 | 18 0,326 
40 0,193 40 0,246 | 26 0,242 | 24 0,331 
60 0,169 48 0,218 | 35 0,217 | 32 0,331 


Ergebnisse. Die Tab. I und II zeigen die Ergebnisse von 
Parallelversuchen, ausgefiihrt in vorstehender Anordnung. In diesen 
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{'abellen sind die absoluten Triibungen und die daraus berechneten 
Mengen des gespaltenen Glykogens in Prozenten (Anfangstriibung 
= 100°/, Glykogen) eingetragen. 

In 5cem Totalfliissigkeit sind 2,5cmm unverdiinnter Speichel 
vorhanden, welche bei p,, 6,64—4,49 innerhalb 60 Minuten eine 
lebhafte und ausgezeichnet reproduzierbare Wirkung zeigten. Die 
Glykogenkonzentration betrigt 0,27°/, (13,5 mg in 5ccm Fliissig- 
keit), die Proben von 1 ccm enthalten also maximal 2,7 mg 
Glykogen. Diese 2,7 mg Glykogen geben eine absolute Triibung 
yon rund 0,300. Aus den Kontrolltriibungen ist ersichtlich, daB 
Unterschiede in absoluter Triibung von 0,007 einwandfrei fest- 
zustellen sind. Daher ist die Spaltung von 63y Glykogen gerade 
noch zu messen; der maximale Versuchsfehler betrigt 2,5°/,. 

Vergleichen wir diese Ergebnisse mit den Literaturangaben, 
so stellt sich heraus, daB sie, bei gleich groBer Genauigkeit, villig 
mit den Daten von Rona und v.Eweyk itbereinstimmen, jedoch 
in 20mal geringeren Materialmengen erzielt wurden. Dadurch 
und ferner durch die einfache und schnelle Ausfiihrung erscheint 
dieses Mikroverfahren in vielen Fallen als besonders geeignet. 


Maltase—Maltosesubstrat. 


Die titrimetrische Mikromethode nach Linderstrem-Lang 
und Holter zur Bestimmung des bei der Hydrolyse von Kohlen- 
hydraten entstehenden reduzierenden Zuckers erlaubt die Messung 
von 0,257 Glucose in 14 cmm Spaltansatz. Da dieses Verfahren 
jedoch in der Ausfithrung ziemlich schwierig ist, habe ich eine 
colorimetrische Mikromethode zur Bestimmung von kohlenhydrat- 
spaltenden Enzymen ausgearbeitet, welche der oben genannten 
in Genauigkeit und Empfindlichkeit nur sehr wenig nachsteht. 
Dieses Verfahren beruht auf der friiher veréffentlichten mikro- 
colorimetrischen Bestimmung von reduzierenden Substanzen im 
Blut [vgl. Krijgsman‘)]. Ich gebe im folgenden als Beispiel die 
fiir Maltasebestimmungen aufgestellte Versuchsanordnung wieder. 
Selbstverstiindlich ist die Methode bei sinngemiBer Abinderung 
der Versuchsbedingungen auch zur Messung der Wirksamkeit 
anderer kohlenhydratspaltender Enzyme brauchbar. 


Benétigte Reagentien. — Maltose, 1°/,ige wiibrige Loésung. 

Phosphatgemisch m/15 in solchem Verhiltnis, daB der py im Spalt- 
ansatz etwa 6,8 betrigt. 

Enzymlésung. Frischer Hefe- oder Pankreasextrakt. 

Flissigkeit A. 20 cem einer wiBrigen 10°/,igen Natriumwolframat- 
lésung, 800 cem destilliertes Wasser und 20 cem ?/, n-Schwefelsiure mischen 
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und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffillen. Diese Fliissigkeit ist 
im dunklen Kiihlraum nur beschrinkt haltbar, da sie nach einiger Zeit eine 


Eigenreduktion zeigt. 
Flissigkeit B. 0,2°/,ige waBrige Lésung von Kaliumferricyanid. 


Fliissigkeit C. Man mischt 150 cem einer 1°/,igen Natriumcyanid- 
lésung mit 100 cem einer 8°/,igen Natriumcarbonatlésung*) und fiillt mit 


destilliertem Wasser bis zu 500 cem auf. 
Fliissigkeit D. Man lést im Wasserbad 4 g Gummi arabicum in 


60 cem destilliertem Wasser. Ferner lést man unter Erwirmen 0,5 g Ferri- 
sulfat (9 H,O) in 7,5 cem 85 °/, iger Orthophosphorsiiure und 10cem destilliertem 
Wasser. Nach dem Abkihlen mischt man diese Loésung ohne Schiitteln 
mit der Gummilésung und tropft zur Beseitigung der Eigenreduktion soviel 
1°/,iges Kaliumpermanganat zu, daB etwa 5 Minuten lang eine rosa Farbe 
bestehen bleibt. Diese Fliissigkeit ist, aufbewahrt im Kihlraum, nur etwa 
7 Tage haltbar, da Gummi arabicum in der sauren Lésung bydrolysiert wird. 

Ausfiithrung. Man numeriert drei passende Versuchs- 
glischen I, If und III. In [ und It bringt man je 50 cmm Maltose- 
lésung, in III 50 cmm destilliertes Wasser. Sodann bringt man 
in jedes Versuchsglischen 25 cmm Phosphatgemisch und darauf 
in I und LUI je 25 cmm Enzymliésung**), in If 25 cmm aufgekochte 
Enzymlésung. Darauf nimmt man mit einer Blutmikropipette 
sofort 5 cmm***) Fliissigkeit aus Versuchsglischen I und_ blast 
diese Probe (nach Reinigung der Pipettenspitze mit Filtrierpapier) 
in ein Zentrifugenglischen, welches bereits 2,5 com Fliissigkeit A 
enthilt;) und spilt durch wiederholtes Aufsaugen und Ausblasen 
die letzten Probereste in die Fliissigkeit. Auf gleiche Weise ent- 
vimmt und behandelt man Proben von 5cmm aus Versuchsglischen I 
und III. Die Versuchsglischen werden sofort nach Probeentnahme 
und VerschlieBen mit Gummistopfen in den Thermostat bei 35° 
gebracht. 

Die Proben werden dann weiter auf folgende Weise behandelt: 
Zentrifugieren bis zu volliger Klarheit, 1 cem des Zentrifugates 
in ein kalibriertes Reagenzglas bringen, 0,25 ccm der Fliissigkeit B 
sowie 0,25 ccm der Fliissigkeit C hinzufiigen und gut mischen. 


*) Wasserfreies Natriumcarbonat. 
**) Liegen Glycerinextrakte vor, so mu8 man darauf achten, daB die 


Glycerinkonzentration im Spaltansatz nicht zu hoch wird, damit keine 


Hemmung der Maltasewirkung eintritt. 

***) Die reduzierende Wirkung der Probe darf nicht gréBer sein als die 
Reduktionskraft von etwa 100 y Glucose, sonst ist kein Ferricyanidiiber- 
schu8 mehr vorhanden. Arbeitet man mit stiirkeren Zuckerkonzentrationen 
im Spaltansatz, so mu8 die Probequantitait entsprechend modifiziert werden. 

+) Enthalt die Enzymlésung sehr wenig EiweiB, so fiallt die Ent- 
eiweiBung fort und man kann daher 2,5 ccm destilliertes Wasser statt 


FliBigkeit A benutzen. 
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Darauf taucht man das Reagenzglas 8 Minuten in kochendes 
Wasser. Nach Abkihlen mit Leitungswasser fiigt man 0,75 ccm 
der Flissigkeit D zu (Kntstehung von Berlinerblau), 14Bt 5 Minuten 
stehen und fillt mit destilliertem Wasser bis zu 6,25 ccm auf. 
Mit dieser Fliissigkeit fillt man eine Plankiivette von 10 mm 
Schichtdicke und bestimmt nach Vorschalten von Filter S 57 und 
unter Benutzung von destilliertem Wasser als Vergleichsfliissigkeit 
die Absorption, woraus der Extinktionskoeffizient berechnet werden 
kann. Nach bestimmten Zeiten entnimmt man den Versuchsglischen 
wiederum Proben und verarbeitet sie auf gleiche Weise. Die Be- 
handlung einer Probe dauert 30 Minuten. Besonderer Wert ist 
stets méglichst auf das Verschlossenbleiben der Versuchsgliischen 
und auf genaue Pipettierung zu legen. 

Aufstellung der Standardkurve. Da neben Glucose auch Maltose 
eine reduzierende Wirkung zeigt, enthalten die Proben fast alle 
(remische von reduzierenden Substanzen. Es ist daher notwendig, 
in Vorversuchen die Reduktionskraft von verschiedenen Maltose- 
Glucosegemischen, gemischt in den bei der Hydrolyse auftretenden 
Verhiltnissen, zu bestimmen. Als Ausgangspunkt wihlt man 5 cmm 
Maltoselésung, welche 25 y Maltose enthilt (wie die erste Probe 
des Spaltversuches) und behandelt diese Standardlésung genau 
wie die Spaltansatzproben. Darauf bestimmt man die reduzierende 
Wirkung von 5cmm Flissigkeit, welche 2,5 y weniger Maltose, 
dagegen die bei der Hydrolyse aus diesen 2,5 y entstehende Glucose- 
menge enthalt. Weiter behandelt man eine Lisung mit 5 y weniger 
Maltose und entsprechend mehr Glucose usw. Traigt man die er- 
haltenen Extinktionskoeffizienten dieser Standardlésungen auf einer 
Ordinate und die in 5cmm anwesenden Maltosemengen (ausgedriickt 
in Prozenten der Anfangsmenge) auf einer Abszisse auf, so erhilt 
man, wie auch theoretisch zu erwarten war, die gradlinige Kurve 
der Fig. 1. Da die zur Aufstellung der Standardkurve gewihlten 
Verhaltnisse genau denen bei der Spaltung entstehenden entsprechen, 
so kann man, nach Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der 
Spaltansatzproben, die jeweils noch anwesende Maltosemenge 
direkt aus der Standardkurve ablesen. 

Ergebnisse: Die Tab. II] und IV zeigen einige der mit 
dieser Mikromethode erhaltenen Ergebnisse. Die reduzierende 
Wirkung der Proben ist in den Extinktionskoeffizienten (E) der 
gebildeten Berlinerblaumengen ausgedriickt, daneben ist die mit 
Hilfe der Standardkurve berechnete Maltosespaltung in Prozenten 
eingetragen. Die Reihe III dieser Tabellen zeigt an, daB die 

13* 
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Maltase—Maltosesubstrat. 0,5 mg Maltose und 25 cmm verdiinnter Pankreas- 
extrakt in 0,1 ccm Totalfliissigkeit. Temp. = 35°, py = 6,77—6,82. 
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Tabelle IIL. 





Zeit 
in 
Min. 
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: ie Ti : IL il 
(Kontrolle)}(Kontrolle) (Kontrolle)} (Kontrolle; 
oF, a 1, 7 
E  |Spalt. BE E E |Spalt. E E 
0,360| 0 0,337 0,073 10,357 0 0,342 0,076 
0,378 11 | 0,340 0,073 |0,371/ 6 | 0,344 0,078 
0,388) 18 0,339 0,071 0,381; 13 0,342 0,076 
0,397 24 | 0,339 0,073 |0,388) 18 | 0,341 0,076 
at 
~~ 
| 
4 
| 
| T 
| 
] 
eS =e 
mw 8 0 0 30% 20 10 %MoTr 


Standardkurve, erhalten durch Reduktionsbestimmungen an Lésungen, welche Glucose und 


Maltose in den bei der Hydrolyse entstehenden Verhiltnissen enthalten. 


Auf der Abszisse 


sind die Maltosemengen in Prozenten pro 5cmm I'liissigkeit eingetragen (100°/,=25 y Maltose, 
90°/, = 22,5 y Maltose + der aus 2,5 y Maltose entstandenen Glucosemenge usw.). 
Ordinate: Reduktionskraft, ausgedriickt in den Extinktionskoeffizienten der gebildeten 


Tabelle 


Berlinerblaumengen. 


i. 


Maltase-Maltosesubstrat. 0,5 mg Maltose und 25 emm wiBriger Hefeextrakt 
in 0,1 cem Totalfliissigkeit. Temp. = 35°, py = 6,81—6,83. 

















I I Il 
(Kontrolle) | (Kontrolle) 
E | Io E i 
‘Spalt. 4 vi 
0,408] 0 0,379 0,125 
0,479] 47 0,377 0,125 
0,494) 57 0,380 0,127 
0,500) 62 0,379 0,125 




















' I I 

(Kontrolle)} (Kontrolle) 

| oO, ‘i peri 
E Spalt. E E 
0,402, 0 0,372 0,119 
0,469 44 0,371 0,121 
0,480 52 0,373 0,122 
0,486 56 0,372 0,120 
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Enzymlésung eine EKigenreduktion besitzt. Die Reihe III des 
ersten Versuches aus Tab. III z. B. zeigt eine Extinktion von 
0,073, die zum Teil auf die Absorption durch den Ferricyanid- 
iiberschuB zuriickzufiihren ist; denn fiihrt man eine Reduktions- 
bestimmung mit destilliertem Wasser aus, so erhalt man E = 0,033 
ivgl. Krijgsman‘*)|. Es bleibt also ein Extinktionswert von 0,040 
iibrig, der durch die Reduktionskraft der Enzymlésung verursacht 
wird. Diese Kigenreduktion der Enzymlisung bleibt wihrend der 
Versuchsdauer konstant und bildet somit keine Fehlerquelle. 

Die Reihe II zeigt die Reduktionskraft von Proben, welche 
Maltose und aufgekochtes Enzym enthalten. Da die reine Maltose- 
lésung (vgl. Standardkurve) eine Extinktion gleich 0,319 zeigt, ist 
‘ine Restreduktion von 0,337—0,319 = 0,018 auf die aufgekochte 
Enzymlésung zuriickzufiihren. Da ferner diese Restreduktion 
kleiner ist als die Reduktionskraft der frischen Enzymlésung, ist 
die reduzierende Wirkung der Enzymliésung teilweise durch das 
Kochen vernichtet worden. Die Enzymlésung enthilt also offenbar 
eine gewisse Menge stabile (Zucker?) und daneben labile redu- 
zierende Substanzen (Sulfhydrylverbindungen?). Die Kigenreduktion 
der Enzymlésung schwankt, wie aus Vergleichung der Tab. II 
und IV hervorgeht, nach Herkunft und Darstellungsweise. Kontroll- 
versuche mit frischer Enzymlésung sind also unbedingt notwendig. 
Daneben sind, um eine mdgliche Hydrolyse der Maltose ohne 
aktives Enzym erfassen zu kénnen, auch immer Kontrollversuche 
mit Maltose und aufgekochtem Enzym anzustellen, 

Will man mit Hilfe der Standardkurve die gespaltene Maltose- 
menge berechnen, so ist vorher die Kigenreduktion der frischen 
Knzymlésung (ersichtlich aus Reibe III) von den Extinktionswerten 
der Spaltansatzproben abzuziehen. Die Extinktion des Ferricyanid- 
iiberschusses (0,033) darf jedoch nicht abgezogen werden, da diese 
auch bei der Aufstellung der Standardkurve mitbestimmt wurde. 

In der im vorstehenden besprochenen Versuchsanordnung 
wurde mit 100cmm Totalfliissigkeit, welche 25 cmm Enzymlésung 
enthielt, gearbeitet. Die Wirksamkeit dieser Enzymlésung war 
innerhalb 135 Minuten quantitativ zu verfolgen und befriedigend 
reproduzierbar. Der Spaltansatz enthielt 0,5 mg Maltose, ent- 
sprechend einer Konzentration von 0,5°/,. Die Anfangsproben 
enthielten also 25 7 Maltose. Bei der totalen Spaltung dieser 
Maltosemenge nimmt die reduzierende Wirkung mit 0,464 — 0,319 
= 0,145 zu (vgl. Standardkurve). Da den Tabellen entnommen 
werden kann, daB eine Reduktionszunahme von 0,004 einwandfrei 
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festzustellen ist, so ist ungefihr 0,7 y Maltose gerade noch be- 
stimmbar. Der maximale Versuchsfehler betrigt 2,8°/,. 


Zusammenfassung. 
Die in dieser Mitteilung ausgearbeitete Mikromethode zur 


nephelometrischen Bestimmung der Amylasewirkung beruht auf 


dem Verfahren von Rona und vy. Eweyk und erlaubt die quanti- 
tative Untersuchung von 2,5 cmm unverdiinntem menschlichem 
Speichel bei 35° und p,, 6,64—4,49 mit 13,5 mg Glykogen als 
Substrat in 5 ccm Totalfliissigkeit innerhalb 60 Minuten. Die 
Spaltung von 63 y Glykogen ist gerade noch bestimmbar, der 
maximale Versuchsfehler betriigt 2,5°/,. Die Methode zeichnet 
sich durch Einfachheit und schnelle Handhabung aus. 

Die beschriebene Mikromethode zur colorimetrischen Be- 
stimmung der Maltasewirkung beruht auf der friiher publizierten 
Mikromethode zur Blutzuckerbestimmung. Sie erlaubt die quanti- 
tative Untersuchung der Wirkung von verschiedenen maltasehaltigen 
Organextrakten bei 35° und p,, = 6,8 mit 0,5 mg Maltose in 0,1 ccm 
Totalfliissigkeit innerhalb 135 Minuten. Die Spaltung von 0,7 
Maltose ist gerade noch meBSbar, der maximale Versuchsfehler 
betriigt 2,8°/,. Durch geeignete Abiinderung ist dieses Verfahren 
auch zur Mikrobestimmung der Wirkung anderer kohlenhydrat- 
spaltender Enzyme verwendbar. 


Der ,,Koningin Wilhelmina Jubileum Stichting“ driicke ich meinen 
aufrichtigen Dank aus fiir die Férderung dieser Arbeit durch ein Stipendium. 
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XLIV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1934.) 


Uber die Oxydation der Dioximinohydroxamsaure C,,H,,N,0, 
und verwandter Hydroxamsauren mit Salpetersaure. 


In der letzten Mitteilung') ist u. a. eine Dioximinohydroxam- 
siiure C,,H,,N,O, (1) beschrieben worden, die aus der Nitroketo- 
hydroxamsiure II durch Oximierung und darauffolgende Reduktion 
erhalten wird und unter dem HinfluB heiBer 90°/,iger Schwetfel- 
siiure in eine Oximinolactamhydroxamsiure sich umlagert. Dieselbe 
Lactamsiiure entsteht auch durch Reduktion des Kérpers IV. Man 
hitte erwarten sollen, da die Dioximinohydroxamsiure I mit 
Salpetersiiure bei gewéhnlicher Temperatur die hellblau gefirbte 
Nitrosoverbindung C,,H,,NQ, lieferte, ebenso wie die letztere aus 
Biliansiure-dioxim, Biliansiure-7-monoxim und aus der Oximino- 
ketohydroxamsiiure C,,H,,N,O, gebildet wird’). Auffallenderweise 
lie sich aber, wie bereits in der letzten Mitteilung hervorgehoben 
wurde, bei der Einwirkung von Salpetersiiure auf die Verbindung | 
der genannte Nitrosokérper nicht isolieren, obwohl er durch gute 
Krystallisationsfahigkeit ausgezeichnet ist. Man erhielt vielmehr 
bei dem Versuch, das Rohprodukt umzukrystallisieren, flockig- 
gallertige oder nur undeutlich krystallinische Massen, wahrend 
die charakteristischen langen Nadeln der Nitrosoverbindung III 
entweder iiberhaupt nicht oder nur in so geringer Menge, daB 
sie sich nicht isolieren lieBen, auftraten. Dieser unerwartete Be- 
fund gab Veranlassung, die Dioximinohydroxamsiure I noch auf 
einem anderen Wege herzustellen und das so gewonnene Praparat 
mit Salpetersiure zu priifen. Man hatte die Verbindung I, wie oben 


1) Diese Z. 226, 45 (1934). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 194 (1928); 177, 290 
(1928); 183, 94 (1929). 
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erwihnt, aus der Nitroketohydroxamsiiure II durch Oximierung (0) 
und darauffolgende Reduktion (R) bereitet (OR-Produkt), jetzt nahm 
man die beiden Operationen in umgekehrter Reihenfolge vor 
(RO-Priparat). Der RO-K6rper lie8 sich in dieselbe Lactamsiure 
umlagern wie die OR-Verbindung, verhielt sich aber gegen Sal- 
petersiiure insofern anders, als hier die Isolierung der hellblauen 
Nadeln der Nitrosoverbindung III ohne Schwierigkeit gelang; er 
unterschied sich ferner auch hinsichtlich seiner Zusammensetzung 
von dem OR-Produkt. Bei der Stickstoffbestimmung der RO- 
Verbindung wurde nimlich ein viel zu hoher Stickstoffwert ge- 
funden; dabei beobachtete man, dai die Gasentwicklung schon zu 
einer Zeit lebhaft vor sich ging, als die Substanz erst verhiiltnis- 
maBig schwach erhitzt war, was auf eine locker gebundene Stick- 
stofigruppe hindeutete. Ferner wurde schon durch Natronlauge 
von Zimmertemperatur Hydroxylamin abgespalten (Reduktion 
Fehlingscher Lisung). Danach handelt es sich bei der RO-Ver- 
bindung allem Anschein nach um ein Hydroxylammoniumsalz 
der Dioximinohydroxamsiure. Wurde aus dem Salz die freie Di- 
oximinohydroxamsiure hergestellt, so verhielt sich diese bei der 
Oxydation mit Salpetersiiure nicht wesentlich anders als der 
OR-Kérper. Andererseits bereitete man aus dem OR-Priparat 
in der unten niher beschriebenen Weise das Hydroxylammonium- 
salz und dieses zeigte im Verhalten gegen Salpetersiure keinen 
Unterschied im Vergleich zur RO-Verbindung. Warum das 
Hydroxylammoniumsalz so sehr viel glatter die Nitrosoverbin- 
dung III liefert als die freie Dioximinohydroxamsiure, muB vor- 
laufig dahingestellt bleiben. 

Im AnschluB an die Versuche mit der Dioximinohydroxam- 
siure bzw. ihrem Hydroxylammoniumsalz sind auch die anderen 
friiher beschriebenen Hydroxamsiuren, soweit dies nicht bereits 
geschehen war, mit Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur 
gepriift worden. Dabei sind bemerkenswerte Unterschiede zwischen 
2 Gruppen von Hydroxamsiuren festgestellt worden. Die nach- 
folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht iiber die bei der 
Oxydation mit Salpetersiiure erhaltenen Produkte. 

1. Dioximinohydroxamsiure (1): Nitrosoverbindung III (vgl. 
oben). 

2. Oximinoketohydroxamsiiure (Formel wie I, aber an Stelle der 
Ketoximgruppe in Ring C eine Ketogruppe): Nitrosoverbindung IIT ?). 


1) Diese Z. 183, 94 (1929). 
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8. Diketohydroxamsiure (Formel wie I, nur an Stelle der 
beiden Ketoximgruppen in den Ringen B und C Ketogruppen): 
Biliansiure (V; vgl. unten, Versuch 4). 

4. Nitroketohydroxamsiure (II): gegen Salpetersiure-verhiltnis- 
miBig bestandig, da sie ja bei der Oxydation von Dehydrochol- 
siiure-trioxim mit Salpetersiure entsteht?). 

5. Nitrooximinohydroxamsiure (Formel wie IJ, nur an Stelle 
der Ketogruppe in Ring C eine Ketoximgruppe): durch Salpeter- 
siure wird lediglich die Ketoximgruppe angegriffen und durch 
die Ketogruppe ersetzt und es resultiert die Nitroketohydroxam- 
siiure II), 

6. Nitrolactamhydroxamsiure (IV): wird von Salpetersiure 
auBerordentlich langsam angegriffen, ohne daB sich bisher ein be- 
stimmtes Reaktionsprodukt hatte isolieren lassen; nach 6 tigiger 
Kinwirkungsdauer waren noch etwa 50°/, der Nitrolactam- 
hydroxamsiiure unverindert (vgl. unten, Versuch 5). 

7. Oximinolactamhydroxamsiiure [ Formel wie IV, aber an Stelle 
der Gruppierung >C—C(NO,)- die Gruppierung >CH—(C(:NOH)-}: 
blaue Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, bzw. bei liingerer Kinwirkung 
der Salpetersiure farblose Verbindung C,,H,,N,0,, °). 

8. Ketolactamhydroxamsiure (Formel wie IV, nur an Stelle 
der Gruppierung >C—C(NO,)— die Gruppierung >CH—CO—): 
Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,NO, 4). 

Aus dem Vorstehenden “orgibt sich, daB die Hydroxamsiure- 
gruppe in den Verbindungen 1, 2, 3, 7 und 8 durch Salpetersiiure 
zersetzt wird, und zwar geschicht dies in allen Fallen mit groBer 
Leichtigkeit, wihrend diese Gruppe in den K@6rpern 4, 5 und 6, 
die eine Nitrogruppe an C* enthalten, verhiltnismaBig stabil ist. 
Andererseits ist auch die Nitrogruppe in der Nitroketohydroxam- 
siure II nicht so reaktionsfihig wie in der nahe verwandten 
Nitroketotricarbonsaiure C,,H,,NO, (Formel von II nur dadurch 
unterschieden, daB an Stelle der Hydroxamsiuregruppe die Carboxyl- 
gruppe sich befindet). Wahrend nimlich die Siure C,,H,,NO, 
bei gewohnlicher Temperatur von Natronlauge sofort angegriffen 
wird, wobei Biliansiure sich bildet 5), reagiert die Nitroketohydroxam- 
siure mit Natronlauge erst beim Kochen oder bei lingerer Hin- 


wirkung der Lauge bei Raumtemperatur, das so entstehende Pro- 
dukt ist ebenfalls Biliansiure®), Ferner bildet sich beim Oximieren 





1) Diese Z. 181, 193 (1929). 2) Diese Z. 223, 264 (1934). 
5) Diese Z. 223, 265, 266 (1934). *) Diese Z. 226, 49 (1934). 
6) Diese Z. 222, 136 (1938). ®) Diese Z. 181, 196, 197 (1929). 
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der Nitroketotricarbonsiure glatt Biliansiure-dioxim'), wihrend 
die Nitroketohydroxamséure unter den gleichen Bedingungen in 
die Nitrooximinohydroxamsiure C,,H,.N,O, tibergeht*). Es hat 
also den Anschein, als ob in den Verbindungen 4, 5 und 6 die 
Hydroxamsiuregruppe gar nicht in freiem Zustand vorhanden ist, 
als ob vielmehr Hydroxamsiiuregruppe und Nitrogruppe sich gegen- 
seitig bis zu einem gewissen Grade schiitzen, d.h. festlegen. Man 
wird es dann aber als wahrscheinlich ansehen diirfen, daB dic 
Hydroxamsiuregruppe eine andere Stellung zur Nitrogruppe ein- 
nimmt als die in Formel II bezeichnete, d.h. sie miiBte den Platz 
mit der in 1,6-Stellung zu ihr befindlichen Carboxylgruppe wechseln. 


Daf eine solche Formel fiir die Nitroketohydroxamsiiure nach der 
Entstehungsweise dieser Siiure méglich ist, darauf ist bereits frither 


hingewiesen worden®), wenn auch damals der Formel II der Vor- 
zug gegeben wurde. Das Schema VI soll eine der verschiedenen 
Méglichkeiten, wie man sich die Beziehungen zwischen Hydroxam- 
siiure- und Nitrogruppe vorstellen kann, veranschaulichen. Auch 


daran sei erinnert, daB bei der EKinwirkung von Salpetersiure auf 


«-Diketocholansiure-dioxim keine Hydroxamsiiure sich bildet*): 
dem Dioxim fehlt eben im Vergleich mit Dehydrocholsiure-trioxim 
der Stickstoff am C-Atom 7, es kann dort also auch keine Nitro- 
gruppe entstehen bzw. keine Fixierung der Hydroxamsiuregruppe 
stattfinden. 

In den Formeln bedeutet die Klammer, daf sich hier der 
Rest C,H,, -COOH anschlieBt. 


( 3 


( 


C: NOH CO 
title : al —_ 
CH, C CH, 
i ‘| 
C | 
CH, CH, CH C CH, CH, CH 
CH, C CH CH, C G 
| | | | | 
O:C-NHOH CH C:NOH O:C-NHOH CH 7)C-NO, 
COOH CH, COOH CH, 


1) Diese Z. 223, 262 (1934). 2) Diese Z. 228, 263 (1934). 
8) Diese Z. 181, 191, 192 (1929). ‘) Diese Z. 183, 92, 93 (1929). 
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Biliansiiure, C,,H,,O,. 


Beschreibung der Versuche. 


1, Dioximinohydroxamsaure I aus Nitroketohydroxamsaure II 
durch Reduktion und nachfolgende Oximierung (RO-Produkt). Die 
Herstellung der Oximinoketohydroxamsiure erfolgte mit kleinen Abiinde- 
rungen nach der friiher gegebenen Vorschrift'). 2,5 g der Nitroketohydroxam- 
siure II wurden mit 3 g Zinkstaub und 25 cem wifriger Ammoniaklésung 
(D. 0,945) 30 Minuten lang geschiittelt. Nach dem Absaugen gab man zu 
dem Filtrat 25 cem Wasser. und 20°/,ige Salzsiiure im geringen Uberschu8 
hinzu und krystallisierte die entstandene Fiillung nach lingerem Stehen aus 
70°/,igem Alkohol um. Ausbeute (nach einmaligem Umkrystallisieren): 
mindestens 50°/, der eingesetzten Nitroketohydroxamsiure. — 1,5 g des 
Reduktionsproduktes brachte man mit 2,25 g Hydroxylaminhydrochlorid, 
10 cem Wasser, 12 ccm 10°/,iger Natronlauge und 54 cem Alkohol (95°/,) 
zusammen und erhitzte die entstehende Lésung 2 Stunden lang auf dem 
Wasserbad, indem man nach 1%/, Stunden nochmals 2,25 g Hydroxylamin- 
hydrochlorid hinzugab. Es schied sich nichts aus, auch nach dem Erkalten 





*) Diese Z. 188, 93 (1929). 
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blieb die Lésung zuniichst klar, allmihlich aber kamen Blattchen heraus, 
die nach 24 Stunden abgesaugt und aus 70°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
wurden. Ausbeute (nach dem Umkrystallisieren): 0,93 g. Zersetzungspunkt: 
263° (unscharf). Die Blittchen reduzierten Fehlingsche Lésung bei ge. 
wohnlicher Temperatur. 


0,1036, 0,1015 g Subst. (bei 120° getr.): 9,1, 8,8 cem N (23.5% 
759,1 mm). 
C,H. N,Oo Ber. N 10,60 Gef. N 10,10, 9,97. 


Es lag also in der Hauptsache das Monohydroxylammoniumsalz der 
Dioximinohydroxamdicarbonsiiure (C,,H;,N,0,-NH,O) vor. Bei dem Un. 
krystallisieren war wohl ein geringer Teil des Salzes in die freie Siiure 
iibergegangen. — Um aus dem Salz die freie Dioximinohydroxamsiure zu 
bereiten, léste man es in Natronlauge, siiuerte die Lésung mit Salzsiure 
an und krystallisierte die entstandene Fiillung aus 40°/,igem Alkohol um: kleine 
Tifelechen vom Zersetzungsp. 257° (unscharf). Fir die Dioximinohydroxam- 
siure anderer Herstellungsweise (OR-Produkt) war friiher als Zersetzungs- 
punkt 270° (unscharf) gefunden worden’), das OR-Produkt war trotz des 
héheren Zersetzungspunktes wohl etwas weniger rein als die Substanz vom 
Zersetzungsp. 257°. Die kleinen Tiifelchen reduzierten Fehlingsche Lésung 
von Raumtemperatur nicht. 


0,1072 g Subst. (bei 120° getr.): 8,15 cem N (19°, 753,2 mm). 
C,4H,,N303 Ber. N 8,48 Gef. N 8,81. 


Fiir die weiteren Versuche wurde das nicht umkrystallisierte Hydroxy)- 
ammoniumsalz der Dioximinohydroxamsiure, also die blitterige Krystall- 
masse, die sich bei der Oximierung nach dem Erkalten der Lésung all- 
mihlich ausgeschieden hatte, benutzt. 


2. Umlagerung des RO-Produktes. Die Umlagerung des RO-Pro- 
duktes (Hydroxylammoniumsalz der Dioximinohydroxamsiiure) vollzog sich 
in genau der gleichen Weise wie die Umlagerung des OR-Produktes (freie 
Dioximinohydroxamsiure)”). Man erhielt wieder die farblosen langen Nadeln 
vom unscharfen Zersetzungsp. 210°, und zwar (nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren) in einer Ausbeute von 0,44 g aus 1g RO-Produkt. Eisenreaktion: 
dunkelrot. 


0,1230 g Subst. (bei 120° getr.): 9,0 cem N (20°, 762,0 mm). 
C.4H;,N, 0, Ber. N 8,48 Gef. N 8,55. 


Zur Identifizierung des Umlagerungsproduktes wurden wieder die- 
selben drei Reaktionen wie friiher’) ausgefiihrt, und zwar auch hier mit je 
0,1 g Substanz. Bei kurzdauernder Einwirkung von 57°/, iger Salpetersiure 
erhielt man so die blaugefirbten Krystalle der Nitrosoverbindung C,,H,,N,0, 
vom Zersetzungsp. 231°, bei tagelanger Einwirkung die farblosen Krystalle 
der Verbindung C,,H;,N,O,. vom Zersetzungsp. 208°; bei vorsichtigem Er- 
hitzen mit 20°/,iger Salzsiiure resultierten die farblosen Tafeln und flachen 
Prismen der Ketolactamhydroxamsiure vom Zersetzungsp, 238°. 


1) Diese Z. 226, 51 (1934). *) Diese Z. 226, 51, 52 (1934). 
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3. Einwirkung von Salpetersdure auf das Hydroxylammonium- 
galz der Dioximinohydroxamsaure. 0,5 ¢ der blitterigen Krystallmasse 
(vgl. oben, am Ende des 1. Versuchs) wurden mit 6 ccm Salpetersiure (D. 1,4) 
gusammengebracht, es trat eine sehr lebhafte Reaktion unter Aufschiumen 
ein (Abkiihlen zweckmiaBig) und es bildete sich eine blaugriine Lésung. Nach 
20 Minuten gab man 100 ccm Wasser hinzu und erzeugte hierdurch eine 
hellblaue Fallung, die nach Absaugen und Auswaschen mit Wasser drei- 
mal aus 60°/,iger Essigsiure umkrystallisiert wurde. Beim ersten Um- 
krystallisieren resultierten breitere und schmiilere wetzsteinartige Gebilde, 
beim zweiten Prismen, beim dritten lange, glinzende, hellblaue Nadeln. 
Zersetzungsp. 238°. Fir die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, friiher gefunden: 
236—288°), 

0,1490 g Subst. (bei 115° getr.): 3,95 cem N (23,5°, 753,6 mm). 

C,,H,,NO, Ber. N 3,02 Gef. N 3,03. 


Mit Natronlauge usw. lieferten die hellblauen Nadeln in bekannter 
Weise?) Biliansiiure. 

Um das OR-Produkt (freie Dioximinohydroxamsiiure) in das Hydroxy]- 
ammoniumsalz iiberzufiihren, verfuhr man wie folgt. Die nach den Angaben 
der vorletzten Mitteilung*) aus der Nitroketohydroxamsiure II hergestellte 
Nitrooximinohydroxamsiiure C,,H,;,N,0, wurde in dhnlicher Weise, wie in 
der letzten Mitteilung beschrieben‘*), reduziert. 2g der Nitrooximinohydroxam- 
siure schiittelte man mit 3 g Zinkstaub und 20 ccm wiBrigem Ammoniak 
(D. 0,945) #/, Stunde lang. Dann wurde vom Zinkstaub abgesaugt, das Fil- 
trat mit 20 com Wasser verdiinnt und mit einem Uberschu8 von 20°/,iger 
Salzsiiure versetzt. Die entstandene Fillung léste man, nach dem Absaugen 
und Auswaschen mit Wasser, zusammmen mit 6 g Hydroxylaminhydrochlorid 
in 54 cem Alkohol (95°/,) heiB auf und gab dann der noch warmen Lésung 
16 cem 10°%/,iger Natronlauge hinzu. Es begann alsbald die Ausscheidung 
von Krystallblittchen, die in ihrem Aussehen ganz an das RO-Produkt er- 
innerten und wie dieses Fehlingsche Lésung bei gewoéhnlicher Tempe- 
ratur reduzierten. Sie wurden nach 24 Stunden abgesaugt und mit 70°/, igem 
Alkohol gewaschen. Ausbeute: mindestens 1,12 g. 0,5 g dieser Krystalle 
wurden in genau der gleichen Weise wie das RO-Priparat mit Salpeter- 
siure usw. behandelt (vgl. oben). Auch hier resultierten erst beim dritten 
Umkrystallisieren die langen hellblauen Nadeln vom Zersetzungsp. 238°. Sie 
lieBen sich ebenfalls in bekannter Weise in Biliansiiure iiberfiihren. 

4. Einwirkung von Salpetersaure auf die Diketohydroxam- 
saure C,,H,.NO,. Die Bereitung der Diketohydroxamsiure (Formel wie I, 
nur an Stelle der beiden Ketoximgruppen Ketogruppen) aus der Oximino- 
ketohydroxamsiure ist friiher beschrieben worden‘). Von der dort gegebenen 
Vorschrift ist etwas abgewichen worden. 0,7 g Oximinoketohydroxamsiure 
wurden mit 7cem 20°/,iger Salzsiiure in einem Reagenzglas in siedendes 
Wasser gebracht und 10 Minuten lang darin belassen. Es trat Lésung ein, 
alsbald schied sich aber das Reaktionsprodukt aus. Es wurde nach dem Er- 
kalten abgesaugt, mit 20 °/, iger Salzsiure und hierauf mit Wasser ausgewaschen 





1) Diese Z. 176, 194 (1928). *) Diese Z. 176, 195, 196 (1928). 
*) Diese Z. 223, 263 (1934). *) Diese Z. 226, 51 (1934). 
5) Diese Z. 183, 95 (1929). 
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und aus 30°/,iger Essigsiure umkrystallisiert. Ausbeute: mindestens 0,28 g. 


0,25 g dieses Materials brachte man mit 3 ccm 57°/,iger Salpetersdure zu- 
sammen; unter Aufschiumen bildete sich eine gelblich-griinliche Lésung, 
die nach 10 Minuten mit Wasser versetzt wurde. Die entstandene Fillung 
krystallisierte man aus Wasser um (Ausbeute: 75 mg): die Krystalle gaben in 
alkoholischer Lésung mit einem Tropfen Eisenchlorid lediglich Gelbfirbung, 
ein Zeichen dafiir, daB die Hydroxamsiiuregruppe verschwunden war, und 
wiesen in ihrem Aussehen, ihrer Léslichkeit in Wasser und ihrem Zersetzungs- 
punkt (276°) keinen Unterschied im Vergleich mit notorischer Biliansiure auf. 

5. Einwirkung von Salpetersaure auf die Nitrolactamhydroxam. 
saure IV. Die Herstellung der Verbindung IV erfolgte nach den friher 
gemachten Angaben’). 0,58 g des Priiparates wurden mit 7 cem Salpeter- 
siure (D. 1,4) angesetzt; es entstand ohne Gasentwicklung eine gelbbraune 
Lésung, in der beim lingeren Stehen feinste Gasblischen in sehr spiirlicher 
Menge und kaum wahrnehmbar aufstiegen. Nach 6 Tagen erzeugte man 
durch reichlichen Wasserzusatz eine wenig gefirbte Fillung, deren Menge 
nach dem Auswaschen und Trocknen 0,29 g (= 50°/, der eingesetzten Sub- 
stanz) betrug. Umkrystallisieren aus 35°/,iger Essigsiiure: Nadeln vom 
Zersetzungsp. 268°. Eisenreaktion: braunrot. 


0,1164 g Subst. (bei 120° getr.): 8,3 cem N (22°, 758,6 mm). 
C,,H,;N,0, Ber. N 8,25 Gef. N 8,24. 

Es handelte sich also um unveriindertes Ausgangsmaterial. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche 


ich meinen ergebensten Dank dafiir aus, da sie durch Bereitstellung von 
Geldmitteln die Durchfiihrung der vorliegenden Untersuchung ermdglichte. 


) Diese Z. 223, 264 (1934). 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. V. 


Einige Versuche am Menschen 
iiber den Abbau ungesattigter Fettsauren. 


Von 


P. E. Verkade und J. van der Lee. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handels-Hochschule in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1934.) 


§ 1. Im AnschluB an die Besprechung der Untersuchungen 
von Leathes und Meyer-Wedell?) und von Hartley’) iiber 
eine Dehydrierung von Fettsiuren in der Leber machen Leathes 
und Raper in ihrer bekannten Monographie*) die folgende 
Bemerkung: 

The exact significance of the process of desaturation is not known. 
It is true that the unsaturated fatty acids are more liable to oxidative 
attack because of their double linkages than the saturated acids, but there 
is no proof that this accepted fact of the chemical laboratory applies 
equally to that of the living organism where oxidations are brought about 
by very different methods. It may be accepted provisionally, however, 
that the unsaturated acids are probably liable to attack in the body at the 
positions of the double linkages and that a rupture of the fatty acid chain 
at these points precedes the oxidation of the fragments so produced.“ 

Die Méglichkeit der hier angedeuteten Abbauweise der un- 
gesittigten und auch der gesittigten Fettsiiuren im Tierkérper 
hat Leathes schon 1913 in der ersten Auflage der oben- 
genannten Monographie kurz betont. Auf eine Besprechung und 
teilweise Bekimpfung dieser Ansichten seitens Bloor‘) sei hier 
nur hingewiesen. Bloors Behauptung, dab Leathes diese Abbau- 
weise schon 1909 in einem Vortrag vor der Harvey Society®) ver- 
teidigt hat, ist unrichtig. 


1) J. of Physiol. 38, Proc. Physiol. Soc., S. 38 (1909). 

2) Ebenda 38, 353 (1909). 

5) The Fats (Longmans, Green & Co., London 1925), S. 194. 
4) J. metabol. Res. 4, 549 (1923). 

5) Lancet 1909, I, 593. 
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Neuere Untersuchungen, wie die von Sinclair®) und die iiber 
die Art der in der Leber vorhandenen Fettsiiuren*) haben gelehri, 
daB die Basis, auf welcher die Dehydrierungshypothese yon 
Leathes beruht, viel schwicher ist, als friiher wohl allgemein 
angenommen wurde. Diese Hypothese muf heute als noch durchaus 
unbewiesen gelten und es scheint uns tatsichlich zweifelhaft, ob 
Dehydrierung von Fettsiuren in dem von Leathes gemeinten 
Sinne im Organismus stattfindet. In dieser Abhandlung werden 
wir uns jedoch mit diesem Problem nicht weiter beschiftigen. 

Es lohnt sich jedoch unseres Erachtens, einmal zu priifen, 
ob in der Tat die doppelten Bindungen ungesittigter Fettsiuren 
Angriffspunkte fiir den Abbau dieser Siuren im Organismus sind. 
A priori kam es uns durchaus nicht unwahrscheinlich vor, daB der 
Abbau eines gewissen Teiles der ungesiittigten Siurekomponenten 
unserer Nahrungsfette mit der Sprengung der Kohlenstoffkette an 
bereits vorhandenen doppelten Bindungen einsetzen wiirde. Die 
nachstehend zu besprechenden einfachen Versuche sind als ein 
erster Beitrag zur Beantwortung dieser Frage zu _betrachten. 
Ermutigt durch den Erfolg unserer einfachen in vivo-Experi- 
mente mit von normalen gesiittigten Fettsiuren abgeleiteten 
Triglyceriden §), haben wir nunmehr auch einige derartige Versuche 
angestellt mit Triglyceriden, welche ungesittigte Fettsiuren als 
Siurekomponenten enthalten, in der Hoffnung, hierbei vielleicht 
aus dem Harn der Versuchspersonen partielle Abbauprodukte 
dieser Fettsiiuren isolieren zu kénnen, die in die betreffende 
Richtung deuten wiirden. 

Leathes, bzw. Leathes und Raper denken sich die 
Sprengung der Kohlenstoffkette ungesiittigter Fettsiuren in der 
Art, daB aus den Kohlenstoffatomen der doppelten Bindungen, 
Carboxylgruppen werden; so wiirde dann z. B. Olsiiure in Azelainsiiure 
und Pelargonsiiure gespalten werden. Nach unserer Meinung ist 
dies jedoch a priori keineswegs sicher. Es ist z. B. méglich, — 
u. a. deuten Experimente aus der Schule von Quagliariello* 





8) J. of biol. Chem. 95, 393 (1932); 96, 103 (1982); 100, LXX XVII (1932). 

’) Turner, Biochemic. J. 24, 1327 (1930); Channon, Irving and 
Smith, Ebenda 28, 840 (1934). 

8) Verkade, Elzas, van der Lee, Fri. de Wolff, Frau Verkade- 
Sandbergen u. van der Sande, Z. physiol. Chem. 215, 225 (1933): 
Verkade u. van der Lee, Biochemie. J. 28, 31 (1934); Z. physiol. Chem. 
225, 230 (1934); 227, 213 (19384). 

®, Mazza u. Zummo, Rend. R. Acead. Naz. Lineei (6) 18, 461 (1933): 
Quagliariello, Progr. scient. 9. Congr. intern. de Chimie, Madrid 1934, S. 98. 
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in diese Richtung —, daB die erste Phase der einseitigen S-Oxy- 
dation eine Dehydrierung der Fettsiiure an der «,-Stelle ist, 
wihrend hiufig angenommen wird, dafi bei dieser Abbauweise 
die beiden Kohlenstoffatome in der Form von Essigsiiure abge- 
spalten werden; in diesem Falle wirden somit bei der Sprengung 
der Kohlenstoffkette einer « S-ungesittigten Fettsiure nicht die 
von den genannten Forschern erwarteten Produkte entstehen. 
Unméglich scheint es uns nicht, daB die Stellung der doppelten 
Bindungen in bestimmten Fillen von Einflu8 auf die Art der 
etwaigen Spaltstiicke sein kann. Theoretische Spekulationen iiber 
den Verlauf der hier zur Diskussion stehenden Abbauweise unge- 
siittigter Fettsiuren haben jedoch sehr wenig Wert. Mit Recht 
beschrinkt Oppenheimer?!), der ebenso wie z. B. Wieland?) 
die Méglichkeit solcher Abbauweise voraussetzt, sich auf die 
Bemerkung, daB dabei z. B. aus Olsiiure 2 Verbindungen mit 
einer Kette von 9 Kohlenstoffatomen entstehen miiBten. Experi- 
mentelle Untersuchungen werden erst lehren miissen, ob unge- 
siittigte Fettsiuren im ‘Tierkérper so gespalten und welche 
Spaltstiicke dann dabei gebildet werden. 


Wie ungesittigte Fettsiuren vom Menschen abgebaut werden’ 
ist aus verschiedenen Griinden eine recht wichtige Frage. Be- 
kanntlich besteht durchweg ein sehr bedeutender Anteil der Siiure- 
komponenten unserer Nahrungsfette aus derartigen Fettsiiuren. Aus 
den Konstitutionsformeln solcher ungesiittigten Siiuren — man 
denke an Olsiure, Linolsiure, Linolensiiure, Vaccensiiure, Palmitil- 
siure, Krucasiiure usw. — ersieht man sofort, daB man bei diesen 
Siuren mit den bei den gesiattigten Fettsiiuren be- 
kannten Abbauprinzipien, nimlich der @- und der w-Oxy- 
dation, keinesfalls auskommen kann. Wenn die /-Oxydation 
tatsiichlich tiber eine @ f-ungesittigte Siure als Zwischenprodukt 
stattfinden sollte, dann liegen die in den ungesittigten Siurekompo- 
nenten unserer Nahrungsfette bereits vorhandenen doppelten Bin- 
dungen doch hiufig an solchen Stellen, daB sie die ungestérte 
Fortsetzung des Prozesses der -Oxydation unmiéglich machen. 
Ks ist merkwiirdig, daB bisher, wenigstens soviel wir wissen, 
noch niemals auf diese Tatsache hingewiesen worden ist. 


1” Chem. Grundlagen der Lebensvorgiinge (Georg Thieme, Leipzig) 
1933, S. 148. 

1) Uber den Verlauf der Oxydationsvorgiinge (Ferd. Enke, Stuttgart) 
1938, S. 44. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXX. 14 


910 P. E. Verkade und J. van der Lee, 


§ 2. Triundecylenin. Das von uns benutzte sehr reine 
Triundecylenin (Verseifungszahl 284,1, ber. 285,1; Jodzahl 128.5, 
ber. 129,0) wurde erhalten durch Veresterung von sorgfiltig 
gereinigter Undecylen-10-siiure-1 (Erstarrungsp. 23,6°; Aquiv.- 
Gew. 185,0, ber. 184,16; Jodzahl 137,5, ber. 137,8) mit Glycerin 
mit Hilfe von etwas Zink als Katalysator!*) und auf die in der 
Technik itiblichen Weise raffiniert. 

Ozaki}’) hat dieses Triglycerid schon friiher durch Vereste- 
rung der Komponenten mit Hilfe von Twitchell-Siure hergestellt 
und fiir Fiitterungsversuche an Ratten benutzt. Hierbei zeigte 
sich, daB innerhalb 2—3 Stunden nach der Verabfolgung eines 
Futters, welches aus einem fettfreien Grundfutter mit 5 oder 2,7°/, 
Triundecylenin bestand, die Versuchstiere unter Paralyseerschei- 
nungen starben. Das durch katalytische Reduktion des ver- 
wendeten Triundecylenins erhaltene ‘Triundecylin erwies sich 
dagegen, unter denselben Versuchsbedingungen, nicht nur als nicht 
gviftig, sondern sogar als nahrhaft. Ozaki zieht aus dieser Tat- 
sache den Schluf, daB ,,die giftigen Kigenschaften des Triundecy]- 
enins deshalb auf die ungesiittigte Bindung im Molekiil zuriick- 
zufiihren sind“, 

Friihere Untersuchungen *) hatten uns gelehrt, da8 von den ein- 
fachen Triglyceriden der normalen gesittigten Fettsiiuren die Glieder 
mit der Gliedzahl 9 (Tricaprin) und 10 (‘Triundecylin) weitaus am 
stiirksten diacidogen sind. Es hatte fiir uns deshalb etwas sehr Ver- 
lockendes, auch ein entsprechendes ungesittigtes Glycerid, niimlich 
das Triundecylenin zu untersuchen. Unsere bisher veréffentlichten 
Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel sind immer am Menschen 
durchgefiihrt; erst vor sehr kurzer Zeit haben wir mit Tierversuchen 
in verschiedenen Richtungen angefangen. Es lag daher am niichsten, 
mit dem Triundecylenin ebenfalls einige Experimente bei Menschen 
anzustellen. In Anbetracht der obenerwahnten Mitteilung von 
Ozaki iiber die Giftigkeit dieses Triglycerids galt es indessen, 
bei solchen Versuchen vorsichtig zu sein und wir durften wenigstens 
im Anfange nur selbst als Versuchspersonen auftreten. Hiner von 
uns nahm 15g Triundecylenin zusammen mit einer reichlichen 
Menge Kohlenhydrat zu sich, ohne diufSerlich wahrnehmbare schiid- 
liche Folgen; ber dem anderen dagegen verursachte der Genuf 
von 25 g-dieses Triglycerids eine starke Nierenreizung, bzw. eine 


”) Vgl. Verkade, van der Lee u. Fri. Meerburg, Ree. Trav. chim. 
Pays-Bas. 51, 850 (1932). 
18) Biochem. Z. 177, 156 (1926). 
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leichte Nephritis (starke EKiweiBreaktion des Harns; im Sediment 
zahlreiche hyaline und einige granulierte Cylinder, sowie ziemlich 
viele rote Blutkérperchen). Wir hielten es daher fiir ratsam, von 
weiteren derartigen Versuchen abzusehen. Hier sei beiliufig be- 
merkt, daB diese merkwiirdige nierenschiidigende Wirkung des 
Triundecylenins nihere Untersuchung in verschiedenen Richtungen 
verdient; wir hoffen hierzu in Kiirze Gelegenheit zu finden. 

Bei den Versuchspersonen wurde das Triundecylenin zusammen 
mit emer reichlichen Menge Kohlenhydrat verabfolgt und zwar 
nur aus dem Grunde, weil wir bei unseren friiheren Untersuchungen 
mit Kohlenhydrat die Disiureacidosis und Diacidurie gesteigert 
gefunden hatten; wir hofften nun auch hier die Anhiufung von 
partiellen Abbauprodukten der Undecylensiure im Blut und die 
Ausscheidung derselben im Harn dadurch férdern zu kénnen. 
Der Harn wurde wihrend der niichsten 24 Stunden gesammelt. 
In beiden Fallen gelang es uns, mit vollkommener 
Sicherheit aus demselben eine sehr geringe Menge 
Sebacinsiure zu isolieren. Die Aufarbeitungsweise des 
Harnes braucht hier nicht ausfihrlich beschrieben zu werden, 
da dieselbe in den wesentlichsten Ziigen derjenigen entsprach, 
die schon bei friiheren analogen Gelegenheiten mitgeteilt wurde. 

Aus dem Harn der Versuchsperson V., die 25g Triundecylenin 
zu sich nahm, wurde etwa 10 mg rohe Sebacinsiure mit einem 
Schmelzpunkt von 122—127° gewonnen; Mischschmelzpunkt mit 
einem in der iiblichen Weise aus Ricinusél hergestellten und bei 
132,5—133,5° schmeizenden Sebacinsiurepriparat 125—131°. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser konnte 
noch die folgende Analyse gemacht werden: 

2,500 mg —-> 5,38 mg CO, und 1,90 mg H,0; C 58,7 H 8,5; 

Ber. fiir C,,H,,O, C 59,36 H 8,98. 

Bei der Versuchsperson y. d. L., der 15g Triundecylenin ver- 
abfolgt wurde, betrug die Menge roher Sebacinsiiure etwa 20 mg. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren, erst aus Benzol, dann aus 
Wasser, schmolz das Produkt bei 128—131°; Mischschmelzpunkt 
129—133°. Die Analyse dieses Priiparates ergab: 

3,991 mg ——> 8,74 mg CO, und 3,18 mg H,0; C 59,7 H 8,8 

3,235 mg —-> 7,08 mg CO, und 2,54mg H,O;  ,, 59,¢ = ,, 8,8. 

Es ist bedauerlich, da8 wegen der Giftigkeit des Triundecyl- 
enins Versuche mit gréBeren Dosen dieses Fettes unzulissig waren, 
denn dabei wiirden wohl sicher gréBere Mengen Sebacinsiure aus- 
seschieden werden. 


14* 
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Bei der Beurteilung dieses Ergebnisses ist folgendes zu 
beachten: Mehrere Forscher (Baer und Blum; Mori; Flaschen- 
triiger; Smith) haben nachgewiesen, daB der Organismus des 
Hundes und des Kaninchens befihigt ist, héhere normale ge- 
siittigte Dicarbonsiuren zu verbrennen. Die Sebacinsiure wurde 
in dieser Hinsicht von Baer und Blum!) bei phloridzindia- 
betischen Hunden, sowie von Flaschentriger?!) untersucht. 
Letzterer z. B. spritzte einem 21,2 kg schweren normalen Huni 
10 g Sebacinsiure als Natriumsalz in tiiglichen Dosen von zweima! 
0,5 g unter die Haut. Aus dem wihrend 14 Tagen aufgefangenen 
Harn konnte 61°/, der zugefiihrten Sebacinsiiure zuriickgewonnen 
werden, so daf 39°/, derselben verbrannt war, natiirlich vorbehalt- 
lich der freilich sehr unwahrscheinlichen Méglichkeit, da’ dann 
noch immer Retention der Siure stattfand. Hierbei sei be- 
merkt, daB derartige Injektionsversuche leicht einen zu ungiinstigen 
EKindruck von der Verbrennbarkeit einer Substanz geben, weil der 
Organismus jedesmal plétzlich mit dieser Substanz iiberschwemimt 
wird. Von Andersen!*) angestellte Versuche haben gezeigt, daf 
per os verabfolgte Adipinsiiure auch vom Menschen verbrannt werden 
kann. Die aut der Hand liegende SchluSfolgerung, daB dies dann 
auch mit Sebacinsiiure wohl der Fall sein wird, findet eine 
indirekte Stiitze in den Resultaten kiirzlich von uns verdffent- 
lichter Untersuchungen?’). Nach Verabreichung von Tricaprin 
per os wurde im Harn der Versuchspersonen neben Sebacinsiiure 
etwas Korksiure und Adipinsiiure aufgefunden; es ist héchst 
wahrscheinlich, um nicht zu sagen sicher, daB die letztgenannten 
Siiuren wenigstens teilweise durch Abbau von Sebacinsiiure ent- 
standen waren. Aus diesem allen darf gefolgert werden, daB die 
geringen Mengen Sebacinsiiure, die bei den beiden oben beschrie- 
benen Versuchen nach Genu8 von Triundecylenin aus dem Harn 
isoliert wurden, sicherlich nur einen Teil derjenigen darstellten, 
die anfinglich gebildet waren. 

Ks unterliegt denn auch unseres Erachtens nicht dem ge- 
ringsten Zweifel, daB beim Abbau von Triundecylenin im 
Organismus Sebacinséure als intermedi&res Produkt 
auftritt. Dies ist nur méglich, wenn die doppelte Bin- 
dung der Undecylens&ure ein Angriffspunkt beim Abbau 
dieser Siure ist: 


4) Hofmeisters Beitr. 11, 101 (1908). 5) Diese Z. 159, 297 (1927). 
18) Vgl. Flaschentriger, a. a. O., 8.299. 
7) Verkade u. van der Lee, Diese Z. 227, 213 (1934). 
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§ 3. Olivendl und Riibél. Wir bezogen das erstgenannte Fett 
in unsere Untersuchungen ein im Hinblick auf dessen sehr hohen 
Gehalt an Olsiiure als Siurekomponente. Diese Siure ist teil- 
weise als Triolein, teilweise in Form gemischter Triglyceride 
vorhanden; bei dem von uns benutzten kalt gepressten Olivenél 
,xtra vierge* von C. Castel et Fils, Nizza) ist Triolein wohl 
zweifellos der Hauptbestandteil. Wie aus einer unserer friiheren 
Abhandlungen?8) zusammen mit noch zu verdéffentlichenden Unter- 
suchungen an synthetischen gemischten Triglyceriden folgt, ist es 
indessen fiir unsere Zwecke gleichgiltig, ob wir es mit einfachen 
oder aber mit gemischten Triglyceriden zu tun haben. 

Wir verabreichten den gesunden, niichternen Versuchspersonen 
y.d.L. und V. éfters betraichtliche Mengen Olivenél in einem 
ziemlich schnellen Tempo, z. B. 150 g in drei gleichen Portionen 
mit etwa gleichen Zwischenpausen im Laufe von 10 Stunden, zu- 
sammen mit einer reichlichen Menge Kohlenhydrat. Beim Auf- 
arbeiten des wihrend 24 Stunden nach dem Genuf der ersten 
Fettportion gesammelten Harns zeigte sich uns indessen nichts 
von der Anwesenheit irgendwelcher Substanzen, welche als par- 
tielle Abbauprodukte von Olsiure betrachtet werden miiBten; 
es ist unndétig, hier die Behandlungsweise des Harns zu vermerken. 

Die fetten Ole aus der Familie der Cruciferae zeichnen 
sich durch einen hohen Gehalt (durchweg etwa 40—50°/,) an 
Hrucasiure als Siurekomponente aus; diese wird wohl haupt- 
sichlich in Form gemischter Tryglyceride vorhanden sein?*). 

Wir verabfolgten der gesunden, niichternen Versuchsperson 
y. d. L. 110 g Ol von Brassica campestris L. (,Oleum rapae“, ge- 
liefert von einer hiesigen pharmaceutischen GroBhandlung) in drei 
ungefaihr gleichen Portionen im Laufe von 8 Stunden, zusammen 
mit einer reichlichen Menge Kohlenhydrat. Auch hier fanden wir 
heim Aufarbeiten des wieder wiihrend 24 Stunden gesammelten 
Harns keinen Hinweis auf die Anwesenheit irgendeiner Substanz, 


18) Verkade u. van der Lee, Diese Z. 228, 230 (1934). 
1%) Vgl. Tiufelu. Bauschinger, Z. Untersuch. Lebensmitt. 56, 
265 (1928). 
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welche als teilweises Abbauprodukt von Erucasiiure betrachtet 
werden miiBte. 

Selbstverstiindlich darf aus den negativen Ergebnissen unserer 
Versuche mit Olivenédl bzw. Riibél nicht geschlossen werden, dat 
die doppelte Bindung von Olsiiure bzw. Erucasiiure nicht ein An- 
criffspunkt fiir den Abbau dieser Siiuren ist. Denn die Méglich- 
keit ist sehr gut denkbar, da8 bei unseren Versuchsbedingungen 
die durch die Sprengung der Kohlenstofikette am Ort der doppelten 
Bindung entstandenen Spaltstoffe nicht hinlinglich im Blute an- 
gehiiuft werden, um bis in den Harn zu gelangen. Warum dann 
letzteres nach GenuB groBer Mengen der genannten fetten Ole in 
einem schnellen Tempo nicht der Fall ist, und nach Genuf nur 
geringer Mengen Triundecylenin (vgl. § 2) wohl, dies ist eine 
Frage, iiber welche sich vortrefflich theoretisieren libt, die aber 
in dem heutigen Stadium unserer Untersuchungen nicht fiir eine 
exakte Behandlung in Betracht kommen kann. 


$4. Der Vollstiindigkeit halber miissen hier jetzt noch die Unter- 
suchungen von Smith besprochen werden. In seiner zweiten Abhandlung 
iiber die Abbauweise der Olsiiure im Tierkérper*”) kommt dieser Forscher 
nimlich zu dem folgenden allgemeinen Schlub: ,,The accumulating evidence 
thus seems to indicate that the metabolic oxidation of fatty acids proceeds 
in a manner independent of the presence or position of a double bond.‘ 
Abgesehen von der Tatsache, daB unsere in § 2 mitgeteilten Versuche mit 
Triundecylenin wohl entschieden zu dem vollig entgegengesetzten Schlusse 
fiihren, ist gegen die von Smith angewandte Beweisfiihrung sehr viel ein- 
zuwenden. Zuniichst beruhen alle von ihm angestellten Versuche auf der 
schon erwihnten Hypothese, daB bei der Spaltung von Olsiure an der doppelten 
Bindung Azelainsiiure und Pelargonsiiure entstehen sollen. Héchstens diirfte 
denn auch von Smith gefolgert werden, daB eine solche Spaltung im 
Organismus nicht stattfindet. Der oben zitierte viel allgemeinere Schluf 
darf aus den Resultaten der betreffenden Versuche nicht gezogen werden: 
denn, wie wir schon in $1 nebenbei darlegten, braucht durchaus nicht 
a priori und zwingend angenommen zu werden, daB die von Smith voraus- 
gesetzte Spaltung der Olsiiure die einzig mégliche ist. 

Das Beweismaterial Smiths besteht aus den Resultaten von Fiitterungs- 
versuchen an Hunden. Diesen wurde im Futter im Laufe von 6 Tagen 
20—45 @ Azelainsiure als Natriumsalz verabreicht, d. h. ,,amounts smaller 
than would be produced normally in the body if oxidation took place at 
the unsaturated linkages.“ Gemeint ist hier natiirlich: kleiner als die Menge, 
welche intermediir gebildet werden wiirde, wenn alle ungesittigten Nahrungs- 
fettsiuren ausschlieBlich in der von Leathes und Raper angenommenen 
Weise abgebaut werden wiirden. Letzteres ist jedoch eine unbewiesene Vor- 
aussetzung. Es ist doch wohl sehr wahrscheinlich, daB die ungesittigten Fett- 
siiuren im Organismus auf mehreren Wegen abgebaut werden; fiir die gesiittigten 


°°) J. of biol. Chem. 103, 531 (1933). 
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Fettsiuren ist dies, mit durch unsere Untersuchungen, schon mit Sicherheit 
nachgewiesen. Es ergab sich, da8 im Durchschnitt etwa 60°/, der verabfolgten 
Azelainsiure wieder im Harn ausgeschieden wurde. Wihrend der ver- 
schiedenen 6 tiigigen Perioden wechselte die ausgeschiedene Menge sehr 
stark; sie betrug maximal 91°/, von 31,0 g und minimal 29°/, von 35,3 g. 
Es ist nun diese durchweg ziemlich schlechte Ausnutzung von per os ver- 
abfolgter Azelainsiure, welche Smith veranlaft, die Richtigkeit der er- 
wiihnten Hypothese zu bezweifeln und dariiberhinweg den oben zitierten 
allgemeinen Schlu8 zu ziehen. Ersteres ist eine Konsequenz aus Smiths 
héchst merkwiirdiger Auffassung*'), daB ,,if the short chain mono- and 
dibasic acids, formed in the laboratory oxidation of the unsaturated acids, 
are fed to animals and are utilized, the theory stands; if they are not burned, 
the theory lacks direct support and falls‘ (!). Es bedarf hier wohl keiner Er- 
liuterung, daB Smith die Ergebnisse seiner Fiitterungsversuche mit Azelain- 
siiure zu willkiirlichen Interpretationen angewandt hat. 

§ 5. Die im Vorstehenden besprochenen Untersuchungen haben, 
vorsichtig ausgedriickt, einen deutlichen Anhalt dafiir geliefert, 
daB in der Tat die doppelten Bindungen ungesittigter 
Fettsiuren Angriffspunkte fiir den Abbau dieser Saéuren 
im Organismus sein kénnen, und da8 auch bei dieser 
Abbauweise normale gesittigte Dicarbonsiuren als 
Zwischenprodukte auftreten oder wenigstens in _ be- 
stimmten Fallen auftreten kénnen. Es zeigt sich immer 
mehr, daB die letztgenannten Siuren eine duBerst wichtige Rolle 
beim Fettstoffwechsel spielen. 

Weitere Untersuchung des Abbaues der ungesiittigten Fett- 
siuren ist entschieden dringend notwendig. 


Wir danken dem Hoogewerff-Fonds in 's-Gravenhage und der 
Erasmus-Stiftung in Rotterdam fiir die gewihrte Unterstiitzung bei der 
Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 





21) J. of biol. Chem. 67, Proc. am Soc. Biol. Chem., 8. 27 (1926). 
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Uber Variationen in der Zusammensetzung der EiweiSkérper 
reifender Weizenkérner. 


Von 


A. Kiesel und M. Kastrubin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzen-Biochemie der Universitét Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1934.) 


Das Problem der Umformung von Eiweifkérpern im Tierkérper ist 
schon kein neues mehr, da es vor liingeren Jahren von F. Miescher’) be- 
handelt wurde, als seine Aufmerksamkeit auf die wiihrend der Laichzeit 
im Lachse verlaufenden Prozesse gelenkt war. Desgleichen wurden weiter- 
hin den EiweiBveriinderungen, die im Laufe der Entwicklung von tierischen 
Wesen stattfinden, mehrere andere Arbeiten gewidmet?). 

Andererseits wurden Variationen im EiweiSkomplexe des Blutes fest- 
gestellt*®). Beim Vergleich verschiedener Individuen oder ein und desselben 
Individuums zu verschiedenen Zeiten und bei verinderten Umstinden 
(pathologischer und Hungerzustand) erwies sich nicht allein das Verhiiltnis 
der SerumeiweiBstoffe gegeneinander verschoben, sondern es stellte sich 
auch ihre Zusammensetzung in mancher Hinsicht ungleich heraus. Die 
Unterschiede griffen bis in das Innere des Molekiiles ein und waren am 
Gehalte des EiweiBes an einzelnen Aminosiiuren zu erkennen. 

Die Variationen in der Zusammensetzung des Blutes gehen aber noch 
bedeutend weiter, indem sie nicht allein die als NahrungseiweiB anzusehenden 
SerumeiweiSstoffe betreffen, sondern auch das Konstitutionseiwei8 der Blut- 
kérperchen, das Himoglobin, nicht unveriindert lassen‘). 

Gleiche Variationen wurden auch fiir die MuskeleiweiBstoffe bekannt 
gemacht*). Im Hungerstadium, welches zwar nicht die Anzahl, sondern nur 
dasVolumen der Muskelfaser beeinfluBt, woriiber seinerzeit schon F. Miescher 
berichtete, wird ganz ausdriicklich ein giinzliches NiederreiBen der Eiweib- 
stoffe abgelehnt, dagegen der Austritt einzelner Seitenketten, etwa Poly- 
peptidketten®) angenommen, ohne daf dadurch das in Mitleidenschaft ge- 
zogene Eiweif8 seinen EiweiBcharakter verlieren sollte. 


1) Verh. d. naturf. Ges., Basel, 6, 1, 138 (1874); Histochemische u. physio- 
log. Arbeiten I, 63, IJ, 359 (1897); F. WeiB, Diese Z. 52, 107 (1907); 
A. Kossel, Protamine und Histone 1929, 81. 

2) C. W. Green, J. of biol. Chem. 39, 435 (1919); E.G. Schenck, 
Diese Z. 211, 111, 153 (1932); A. Kossel u. E. Schenck, Ebenda 173, 
278 (1928). 

3) K. Lang, Arch. f. exper. Path. 145, 88 (1929); E. G. Schenck, 
Naturw. 18, 824 (1930); L. R. Tuchmann u. H. Sobotka, J. of biol. Chem. 
98, 35 (1932); E.G.Schenck u. H. K. Kunstmann, Diese Z. 215, 87 (1938). 

4) E. G. Schenck, Arch. f. exper. Path. 150, 160 (1930); J. Roche, 
P. Dubouloz u. G. Jean, Bull. Soc. Chim. biol. 16, 757 (1934). 

5) Th. Cahn, Thése méd. Strassbourg 1927, Thése de se. Paris 1928; 
Me. Collum, zitiert nach A. Roche, Bull. Soc. Chim. biol. 15, 1290 (1933); 
16, 257, 270 (1934). 

6) A. Roche, a.a.O. 
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Veriinderungen im Bau der GewebeeiweiBstoffe durch mannigfaltigste 
Beeinflussung der Versuchstiere wurden in einer ganzen Reihe interessanter 
Arbeiten von E. G. Schenck und Mitarb. zutage gebracht’). 

Hierzu ist noch zu erwahnen, dab von J. Barritt, A. T. King und 
J. N. Pickard’) eine von den Jahreszeiten abhiingige Veriinderung in der 
Zusammensetzung des Keratins angezeigt wurde, ohne daB ein Verfiittern 
yon Cystin einen EinfluB ausgeiibt hiitte, was doch eigentlich eher zu er- 
warten war und den Befunden von Schenck und Wollschitt widerspricht. 

Wenn es sich um einen Vergleich von Eiweif verschiedenen Ursprungs 
handelt, begegnet also die EiweiBforschung Hindernissen, die von ganz be- 
sonderer prinzipieller Bedeutung sind, groBe Vorsicht bei Schlubfolgerungen 
vebieten und nicht allein Fille betreffen, wo der Vergleich von Eiweibstotfen 
verschiedener Arten angestellt wird, sondern anch diejenigen Fille, wo es 
sich um Eiweifstoffe ein und desselben Objektes handelt 

Im letzten Falle wiire es wohl angebracht, fiir die den Variationen 

zugrundeliegenden Ursachen experimentell eine Erklirung zu suchen. Zu- 
allererst muf die intravitale oder auch die extravitale Beeinflussung der 
KiweiBstoffe durch proteolytische Fermente beriicksichtigt werden. Ganz 
besonders deutlich und experimentell feststellbar muB dies bei extravitaler 
Beeinflussung sein, z. B. wenn bei der EiweiSdarstellung Trocknen des 
Ausgangsmaterials bei einer den Fermenteinfliissen giinstigen oder zulissigen 
(emperatur angewendet wird’) oder wenn das Eiweif bei seiner Darstellung 
zuerst autolytisch freigelegt werden muf*), da es sonst ohne diese Vor- 
behandlung aus den Zellen nicht austreten kann. Bei diesen Prozessen 
miissen Adsorptionserscheinungen mit im Spicle sein, denn es ist ja gut 
bekannt, daB Fermente iuBerst leicht und fest an EiweiBstoffe adsorptiv 
cebunden werden kénnen. 

An diesen Umwandlungen der Eiweibstoffe, die nur gewisse mehr oder 
weniger labile Gruppen betreffen, ohne dem Eiweif das Aussehen und das 
Verhalten eines sckundiiren oder Spaltungseiweibes von der Art der Peptone 
der Albumosen aufzupriigen, sind vielleicht ganz besondere uns noch un- 
bekannte Fermente beteiligt (Schenck), deren Wirkungsbereich streng be- 
schriinkt und spezifisch sein miBte. Die Erkenntnis dieser Fermente wiirde 
eine neue Seite der Fermentforschung aufschlagen und biologisch und 
chemisch von gréBter Bedeutung sein. 

In bezug auf Eiwei8, wie auch wohl auf jede andere kolloidale Substanz, 
die entweder abgelagert oder mobil gemacht wird, ist nun aber jeder Ent- 
wicklungsprozef ein Vorgang, der einigermaben mit den eben erwiihnten 
autolytischen Prozessen in Parallele gestellt werden kann. Von einem 
vélligen NiederreiBen des Eiweifes und einem vollstindigen Aufbau oder 
Umbau aus den niedrigsten Bauelementen, d. h. Aminosiiuren und anderen 
ihnen entsprechenden Kérpern ganz abgesehen, wird man annehmen kénnen, 
daB erstens der Auf- und Abbau sich auch auf mittleren Stufen, d.h. im 


1) E. G. Schenck u. H. Schliiter, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
169, 343 (1933); E. Schenck u. H. Wollschitt, Ebenda 170, 151 (1933); 
1735, 260, 269, 278 (1933); Schenck, Ebenda 176, 401 (1934). . 

2) Diechennde. J. 24, 1061 (1930). 

3) Vgl. auch Schryver u. Thiman, Biochemie. J. 21, 1284 (1927) 

4) A. Kiesel, Diese Z. 118, 304 (1922). 
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Bereiche der Polypeptide und ihnen iihnlicher Koérper abspielt, zweitens 
auch das voéllig aufgebaute, komplizierte EiweiB nicht als miiBiger Zuschauer 
bei den verlaufenden Umwiilzungen des Organismus bleibt, sondern eben- 
falls rege an denselben teilnimmt, indem bald hier, bald dort ein mehr oder 
minder groBes Spaltungsstiick entweder entfernt oder eingesetzt wird 
(E. G. Schenck, a.a.O.). Gleichzeitig wiirden wohl auch Veriinderungen 
vorkommen, die diuBerlich ohne Spuren, innerlich jedoch durch Umstellungen 
oder durch Bildung und Auflésung von Verkniipfungen zwischen einzelnen 
Gruppen und Radikalen im Bestande des Eiweifmolekiils verwirklicht werden. 

Die hier nur in Kiirze behandelten Variationen im Eiweikomplexe, 
denen entschieden eine ganz besonders grobe Bedeutung zukommt, sind, 
wie gesagt, bisher nur fiir tierische Objekte untersucht worden. So bietet 
es denn ein groBes Interesse, derartige Variationen auch fiir pflanzliche 
Organismen ausfindig zu machen. 

In der vorliegenden Arbeit stellten wir uns zur Aufgabe, 
pilanzliches KiweiB im Laufe eines Abschnittes der ontogenetischen 
Entwicklung durch quantitative Bestimmung eines Teiles seiner 
Spaltungsprodukte zu charakterisieren. Hierbei bedienten wir uns 
aus sehr verstindlichen Griinden nicht des Konstitutions-, sondern 
des NahrungseiweiBes, so dab also eine Analogie zu den Unter- 
suchungen tiber die Serumeiweifstofie, nicht aber iiber die zellen- 
eigenen HKiweiBkérper des Tierkérpers vorlige. Der natiirliche 
Wunsch, auch die Konstitutionseiweifistoffe in den Kreis der ver- 
gleichenden Untersuchung zu ziehen, mute noch unerfiillt bleiben, 
da eine fir derartige Untersuchungen nétige Menge von Organ- 
eiweif, das geniigend einwandfreie Kigenschaften hitte, kaum 
zusammengebracht werden kann. Wenigstens ist diese Beschrinkung 
bis auf weitere und bessere Erfolge in der Kiweifdarstellung aus 
aktivem Pflanzengewebe in vollem Mabe berechtigt’). 

Als Material dienten uns Weizenkérner, die in vier ver- 
schiedenen Reifestadien im Zeitabschnitt vom 11. VII.—16. VIII. 
vom Felde in Ahren eingesammelt wurden. Sie wurden dann 
sofort von den anderen Bliitenteilen abgetrennt und zur Fixierung 
in Alkohol gebracht. Die relative Alkoholmenge wurde so be- 
messen, daB die Konzentration bei Beriicksichtigung des Wasser- 
gehaltes des Materials etwa 70°/, betrug. Die Verarbeitung wurde 
nach Verlauf von einigen Monaten vorgenommen. Gleichzeitig 
wurden Weizenkérner untersucht, die nach der Ernte eine Nach- 
reifungszeit von 2 Monaten durchmachten. Dies bot ein gewisses 
Interesse in praktischer Hinsicht. 

Die alkoholischen Lésungen wurden abgegossen; das Material 
in einer Kugelmiihle fein gemahlen und dann in iiblicher Weise 


1) Vgl. A. Kiesel u. Mitarb., Diese Z. 226, 73 (1934). 
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nach 'T. Osborne’) das Gliadin dargestellt, wobei es nach neuem 
Auflésen in 70°/, Alkohol mit starkem Alkohol gefillt und ent- 
wissert wurde. Die urspriinglich abgegossene alkoholische Lésung 
wurde mitverarbeitet. Nach erschépfender Alkoholextraktion und 
Trocknen an der Luft folgte eine 3malige Wasserextraktion. Die 
vereinigten Wasserextrakte wurden im Vakuum bei einer 40° nicht 
iibersteigenden T'emperatur auf 75—100ccm gebracht, mit Essig- 
siure schwach angesiuert und mit dem gleichen Volum Alkohol 
das KiweiB ausgefillt. Nach entsprechendem Waschen mit ver- 
diinntem Alkohol wurde das EiweiB in iiblicher Weise entwiissert 
und iiber Schwefelsiiure getrocknet. 

Das so extrahierte Material gab an 10°/,ige Kochsalzlisung nur geringe 
EiweiBmengen ab. Weiterhin wurden durch 0,2°/, Natronlauge wieder 
gréBere EiweiBmengen in Lésung gebracht, die jedoch nicht mehr zu unseren 
Vergleichsstudien verwendet wurden”). Es wire wohl anzunehmen, dal 
durch die liingere Einwirkung des Alkohols ein gewisser Teil der EiweiB- 
kérper denaturiert und unléslich gemacht war. 

Zur genaueren Charakterisierung der Reifestadien sollen den 
Analysen der Eiweifstoffe auBer dem Datum des Einsammelns 
nihere Angaben iiber Gewicht, Wassergehalt, KiweiBausbeute und 
Stickstoffgehalt vorausgeschickt werden (Tab. J). 


























Tabelle L. 
I II III IV ¥ 

11. VII. | 26. VIL. | 2. VILL. | 16. VIL} 16. X. 
Wassergehalt in °/,, frisch 55,60 | 34,40 9,20 8,50 8,80 
Mittelgewicht eines | frisch 18,58 15,96 | 37,06 | 37,33 37,21 
Kornes in mg fais 6,00 | 10,47 | 338,65 | 34,15 33,93 
Stickstoff ' 3,35 2,51 2,45 2,50 2,43 
EKiweiB-N = 2,15 2,02 2,16 2,22 2,14 
Ubriger N 2 1,20 0,50 0,29 0,28 0,29 
Wasserlisl. N =ss 1,68 0,98 -- 0,65 0,67 
Gliadin Seo 1,38 2,09 — 3,24 2,15 
Wasserlésl. EiweiB |” . 3 0,98 0,48 -. 0,47 0,45 
Globulin a 0,07 0,05 ~~ — 0,075 
Glutenin ; 2,45 1,94 ~~ 2,02 1,44 


Schon wihrend der Darstellung der EiweiBk6érper, die fiir 
alle Stadien méglichst in ganz gleicher Weise zur Ausfiihrung 
kam, stellten sich gewisse Unterschiede im Verhalten ein, auf die 
wir hinweisen wollen. Bei der Fallung des Gliadins aus 70°/, iger 





1) Biochem. Arb.-Meth. 2, 321. 
2) Eine gute Abscheidung von Eiweif durch Ansiduern der Lisung 


fand nicht statt. 
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a 


alkoholischer Lésung durch starken Alkohol erwies sich die Fallung 
fiir die zwei ersten Stadien der Reife als unvollkommen!). Der 
ungefillte Teil des KiweiBstoffes wurde durch Verjagen des Alkohols 
im Vakuum bei etwa 40° erhalten und bildete 9,2 bzw. 11,3°/, 
des gesamten Gliadins. Die Analyse der Spaltungsprodukte des 
durch Alkohol gefallten und des nicht gefillten Teiles (Tab. 11) 
schien keine merkbaren Unterschiede auftreten zu lassen, woraus 
jedoch keinesfalls auf eine voéllige Identitaét beider Teile geschlossen 
werden kann: ein physikalischer Unterschied war jedenfalls ganz 


merklich vorhanden. Ob ein chemischer Unterschied trotz der 


Tabelle II. 
Fiallbares und nicht fiillbares Gladin. 
(°/, des bei 105° getrockneten EiweiBstoffes.) 
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festgestellten Ubereinstimmung dennoch auch vorhanden war, blieb 
unentschieden, demnach auch die Frage, ob das Gliadin in den 
frihen Reifestadien einheitlich sei. Die nahe Ubereinstimmung 
der angegebenen Zahlen, die als Mittelzahlen zweier getrennt 
ausgefiihrter Hydrolysen erhalten wurden, biirgen uns fir die 
Sicherheit dieser, sowie auch der in den weiteren Tabellen folgen- 
den Zahlen, die ebenso Mittelzahlen je zweier Hydrolysen vorstellen. 

Die bei der Erhaltung dieser Zahlen angewendeten Methoden 
entsprachen vollstindig den in einer friiheren Arbeit schon ange- 
wendeten, wo auch die betreffenden Literaturangaben zu finden 
sind’). Es eriibrigt also die Methoden nochmals zu beschreiben. 

Die Resultate der Hydrolysen des Gliadins und des wasser- 
léslichen EiweiBstoffes von 4 Stadien sind in den folgenden 
Tab. IIT und IV zusammengestellt. in der Voraussetzung, daB 





1) Die Léslichkeit von EiweiB in 95°/, Alkohol wurde schon vor langer 
Zeit von E. Schulze u. E. Winterstein [Diese Z. 65, 487 (1910)] fiir 
jiingere Reifestadien von Weizenkérnern beobachtet. 

*) A. Kiesel u. Mitarb., a. a. O. 
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die Differenzen im Stickstoffgehalt der KiweiBpriiparate méglicher- 
weise von unvermeidlichen Beimengungen stickstofffreier Sub- 
stanzen abhingen, sind die direkt bestimmten Zahlen in den 
nachfolgenden Tab. V und VI auf gleichen Stickstoffgehalt um- 
cerechnet worden; dadurch wird eine bessere Méglichkeit zum 
Vergleiche der Zahlen gegeben. Wie schon gesagt, stellen die 
Zahlen Mittelzahlen je zweier getrennt durchgefiihrter Hydro- 
lysen dar. 
Tabelle II. 


Gliadin. 
(°/, der bei 105° erhaltenen betetmconnoaeenanemutica 









































I Ul Iv v 
11. VII. | 26. VII. | 16. VIII. 16. X. 
MIM nn we ae 17,47 17,62 17,98 17,95 
Huminstoffe, unléslich . 1,06 1,07 1,11 1,03 
Ammoniak-Stickstoff : 3,92 3,98 4,27 4,33 
«-NH,-Stickstoff. . . a 7,32 7,37 7,38 7,33 
+ @- “NH, -Stickstoff . . . 7,39 7,59 7,72 7,64 
Monaminosduren- und Lysin- N 9,01 9,29 9,42 9,37 
Des oe OR we ae oe ew 13,35 14,00 13,96 14,28 
0 1,76 1,79 1,78 1,76 
Histidin .......... 1,29 1,41 1,72 1,76 
Argo. ..... aa * 2 3,65 4,03 3,63 3,65 
a + of. mt 4. 
Dicarbonsiuren at ay ae ee 42,5 45,3 44,9 45,6 
TYRONE. 0,79 0,86 0,95 0,95 
Tabelle IV. 
»yAlbumin“ 2), 
Clo 4 des bei 105° asa EiweiBkérpers.) 

I II IV ¥ 
11. VII. | 26. VII. | 16. VIII] 16. X. 

Stickstoff . . ee 15,28 15,02 15,68 15,60 
Huminstoffe, unlislich - . . 1,30 1,14 0,88 1,16 
Ammoniak-Stickstoff. . . . 1,68 1,58 1,73 1,71 
o-NH,-Stickstoff. . . . 5,538 5,57 5,65 5,44 
Monaminosiuren- und Lysin- N 7,59 7,44 8,00 7,70 
_" “ee 0,68 0,77 1,80()] 1,15 
Histidn .......... 1,47 1,26 2,98 2,90 
Arginin. . 2... 2... 13,00 12,70 12,34 12,55 
Se ata ee eg, 2,66 2,68 2,84 2,79 
Tryptophan . be? tele ees + + -- + 

















1) Asche war nur in Spuren vorhanden. 

*) Wir wollen mit diesem Namen durchaus nicht auf das Vorhandensein 
eines echten Albumins hinweisen und stehen auf dem Standpunkte, da8 die 
pflanzlichen Albumine iiberhaupt noch nicht geniigend charakterisiert sind. 
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Tabelle V. 
Gliadin. 
(°/) auf gleichen N-Gehalt des EiweiBes berechnet.) 
[') IT?) IV’) V 
11. VII. | 26. VIL. | 16. VIII. | 16. X 
Stickstoff . [17,95] [17,95] [17,95] 17,95 
Huminstoffe, unldslich . ; 1,10 1,09 1,11 1,08 
Ammoniak-Stickstoff . 4,02 4,05 4,26 4,38 
a-NH,-Stickstoff. . . 7,51 7,50 7,37 7,33 
a + w-NH,-Stickstoff . 7,58 7,738 7,71 7,64 
Monaminosiuren- und Lysin- -N 9,25 9,46 9,41 9,37 
Prolin ; 13,70 14,24 13,94 14,28 
Tyrosin . 1,80 1,81 1,78 1,76 
Histidin 1,32 1,42 1,72 1,76 
Arginin . 3,74 4,10 3,63 3,65 
Lysin ) + + + + 
Dicarbonsiuren 43,66 46,1 44,8 45,6 
Tryptophan . 0,81 0,88 0,95 0,95 
Tabelle VI. 
»Albumin.“ 
(°/, auf gleichen N-Gehalt des EiweiBes fino 
I Il IV V 
11. VIL. 26. Vil. 16. Vit. 16. x. 
Stickstoff . [15,60] [15,60] [15,60] 15,60 
Huminstoffe, unléslich . 1,33 1,18 0,87 1,16 
Ammoniak-Stickstoff . 1,71 1,64 1,72 1,71 
a-NH,-Stickstoff . 5,64 5,77 5,62 5,44 
Monaminosiiuren- und Lysin- -N 7,75 7,72 7,96 7,70 
Tyrosin . 0,69 0,80 1,79 1,15 
Histidin 1,50 1,30 2,95 2,90 
Arginin . 13,27 13,17 12,27 12,55 
Lysin .. . 2,71 2,78 2,81 2,79 
Tryptophan . + + + + 














Die Ergebnisse der Analysen zeigen deutlich, daB im Laufe 
der Entwicklung der Kérner die allmihlich abgelagerten Nahrungs- 
proteide Verinderungen erleiden, deren AusmaB auBerhalb der 
moéglichen Fehlergrenzen der Bestimmungen liegt und sich im 
abweichenden Gehalte einzelner Aminosiiuren im Ejiweibhydro- 
lysate kenntlich macht. Es ware besonders zu beachten, daB die 
Veriinderungen beide untersuchten und nebeneinander erhaltenen 
EKiweibstoffe betreffen, und zwar etwa in gleichem MaBe, nicht 


aber in derselben Richtung. 


1) Uugovshionnt Zahlen. 
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Selbstverstindlich muB nicht vergessen werden, dai man 
ebenso, wie bei jeder iiblichen Kiweifdarstellung, nur bedingt die 
Kinheitlichkeit der gewonnenen Priparate annehmen darf: ein 
wirklicher Beweis dieser Einheitlichkeit ist nicht so leicht und 
einwandfrei zu gewinnen. Wenn man also exakter vorgehen und 
segen mogliche Einwinde gesichert sein wollte, so wiirde man 
besser von EKiwei8komplexen bestimmter und verschiedener Lés- 
lichkeit sprechen miissen, also von Gemischen iiuBerlich gleich- 
artiger KiweiBindividuen. Statt der im Innern der Eiweibmole- 
kiile vorgehenden Veriinderungen wiire im letzten Falle in naher 
Ubereinstimmung mit den Ansichten yon E.G. Schenck eine 
Verschiebung des Mengenverhiltnisses der die Eiweibkomplexe 
oder EiweiBaggregate zusammensetzenden EKinzelkérper zu _ver- 
muten. Freilich sind dann ebenfalls nur ganz _ beschrinkte 
Abweichungen in der Zusammensetzung dieser vermeintlichen 
KinzeleiweiBkérper zu erwarten, denn im Bestande des ganzen 
KiweiBkomplexes finden sich nicht allein quantitativ differierende, 
sondern auch gut quantitativ iibereinstimmende Aminosiurenradikale 
vor. Bei dieser Sachlage wiire eine genetische Verwandtschaft 
der Einzelkérper nicht zu verkennen und nur statt des gegen- 
seitigen Uberganges der als einheitlich angesehenen hochmole- 
kularen Eiweifstoffe ein analoger Vorgang in den Gruppen der 
weniger hochmolekularen Einzeleiwei8kérper, welche das Gesamt- 
eiweiBpraparat zusammensetzen, anzunehmen. 

Wie dem auch sein mége sehen wir, dafi ebenso wie fiir die 
oben erwihnten KiweiBvariationen des Tierkérpers auch fir die 
Variationen im PflanzeneiweiB keine véllige Umgestaltung des 
KiweiBes stattfindet, daB die Veriinderungen einen beschrinkten 
Ausschlag haben und nur einzelne Aminosiurenkomplexe betretien. 
Fiir das Gliadin sind bei vorriickender Reifung der Kérner neben 
konstant erhaltenen Quantititen eines Teiles der Aminosiiuren 
und der Stickstofformen deutlich hervortretende Unterschiede im 
Histidin- und Tryptophangehalt, voriibergehend auch im Arginin- 
vehalt, au vermerken. Im Falle des wasserléslichen Eiweibstoffes 
findet man eine gewisse Verschiebung im Gehalte des Arginins, 
ebenfalls, und zwar in sehr starkem MaBe, im Gehalte des Histidins 
und des Tyrosins: die Mengen der zwei letztgenannten Amino- 
siuren steigen beim Reifwerden der Kérner etwa aufs Doppelte 
an. Die Nachreifungsperiode bewirkt dann merkwiirdigerweise 
wieder ein Abfallen des Tyrosingehaltes. Diesen letzteren Befund 
wollen wir jedoch aus Vorsicht nur mit besonderem Riickhalt 
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behandeln, da aus Mangel an Material die Bestimmung hier 
wiederholt, aber nur bei einmaliger Hydrolyse ausgefiihrt wurde. 

Wir finden also eine bevorzugte Labilitét im Verbande 
einzelner Aminosiiuren, die aus- und einzutreten scheinen, ohne 
daB das Gesamteiweif in Mitleidenschaft gezogen und seiner 
_ urspriinglichen Ejigenschaften beraubt wird. Der Mechanismus 
dieser Erscheinungen ist uns noch unklar. Es wird sich woh! 
sehr lohnen, die Frage der EKiweibvariabilitiit vom Standpunkte 
der Enzymforschung zu behandeln und von dieser Seite aus eine 
Aufklirung des iiberall scheinbar in gleichartiger Weise zustande 
kommenden Phinomens des EKin- und Austrittes einzelner Amino- 
siiuren zu suchen. Weiter wiire es wiinschenswert, die Verbreitung 
derartiger Erscheinungen durch ausgedehnte Versuche festzustellen 
und die GesetzmiBigkeiten aufzusuchen, die es veranlassen, daf 
die Variationen nur bestimmte Aminosiiuren betreffen, andere 
dagegen intakt lassen. Auf Grund des verschiedenen Verhaltens der 
Aminosiiuren in den einzelnen Fiillen kénnte vielleicht die Frage 
nach der spezifischen Rolle der oder jener Aminosiiure im Stoff- 
wechsel weiter gebracht, zugleich auch die Lage des Amino- 
siiureradikals im Molekiil einigermafen bestimmt werden. Endlich 
treten genealogische Fragen auf (Schenck), denen man durch 
systematische Untersuchung der Variationen nachkommen kénnte. 
Diese Fragen betreffen die Richtungen und Regeln, welche beim 
Kntstehen einzelner EiweiSkérper walten, die EiweiSkérper im 
Organismus genetisch verbinden und in der Onto- und Phylo- 
genese der Formen unzweifelhaft eine bedeutsame Rolle spielen 
miissen. 
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Uber die anti-skorbutische Wirkung der Augenlinsen 
und tber ihren Gehalt an Reduktonen und Sulfhydrylen. 


Von 


Hans v. Euler und Maj Malmberg. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1934.) 


Das anti-skorbutische Vitamin C ist in gewissen Organen des 
Tierkérpers stark konzentriert. Szent-Gyérgyi entdeckte es 
1928 in Nebennieren. Dieselben sind — wie ein zahlenmibiger 
Vergleich der verschiedenen Organe und Gewebe ergab (Kuler 
u. Klussmann) — das C-reichste Organ héherer Tiere und zwar 
enthalt nach unseren Befunden die Rinde der Nebenniere des 
Ochsen etwa 10 mal so viel Ascorbinsiure wie das Mark. Als 
C-reiche Organe erkannten wir Thymus und Leber?) und diese 
zahlenméBigen Angaben wurden bald von Birch und Dann?) 
sowie von Harris und Ray®) und von Zilva‘) bestiitigt. 

Birch und Dann machten auch eine Angabe iiber die Augen- 
linse des Schafes; durch Reduktionstitration mit Jod und mit dem 
Tillmansschen Indicator (2,6-Dichlorphenol-Indophenol) fanden 
sie die Reduktionswirkung der Gewebe bei Linse etwa so grof 
wie bei Leber und nehmen an, daf etwa '/, davon von der As- 
corbinsiure stammt. Unabhingig davon hatten Euler und Euler) 
den Vitamingehalt der Augenlinsen von Meeresfischen untersucht. 
Dabei hatten sich, wie der Vergleich mit Rinderaugen und die 
Wiederholung mit Fischaugen zeigte, extrem hohe Werte ergeben. 
Jedenfalls iibertreffen die in Linsen mancher Gadusarten gefun- 
denen Ascorbinsiiurewerte diejenigen der meisten Siiugetierorgane. 

Die in unserer ersten Mitteilung iiber Augenlinsen angekiin- 
digte Fortsetzung dieser Untersuchung beschiftigte sich dann 


1) Euler u. Klussmann, Sv. Kem. Tidskr. 44, 290 (1932). 
*) Nature 131, 470 (1933). 

3) Biochemic. J. 26, 2067 (1932). 

*) Biochemic. J. 26, 2182 (1932). 

5) Sv. Kem. Tidskr. 45, 173 (1933). 
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besonders mit der Methodik. Euler und Martius®) hoben hervor: 
,inwieweit an der Reduktion der Linsenextrakte Ascorbinsiure 
(Vitamin C) beteiligt ist, war noch unsicher, und zwar wegen der 
Schwierigkeit, Ascorbinsiinre neben Glutathion zu _ bestimmen“. 
Die Acidititsbedingungen haben dann Martius und Euler’) ein- 
gehend festgestellt, und zwar an mehreren Indicatoren der Phenol- 
Indophenolgruppe. Aus dieser Untersuchung hat sich ergeben, 
in welchem Acidititsbereich Ascorbinsiure neben anderen hoch- 
reduzierenden Stoffen, die biologisch in Betracht kommen, be- 
stimmt werden kann. 

Unsere ersten Angaben iiber den Ascorbinsiuregehalt von 
Linsen griindeten sich, ebenso wie diejenigen von Birch und 
Dann’) auf Reduktionstitration, und es fehlte der biologische 
Beweis, daB es sich tatsichlich um Vitamin C, also um den 
Skorbut heilenden Stoff handelt. Die Frage, ob Ascorbinsiure 
das Redukton der Augenlinse ist, laBt sich durch biologische Ver- 
suche entscheiden. Solche biologische Versuche haben wir erst 
spiiter mitgeteilt und sie zeigten, daB Augenlinsen von Gadus 
merlangus tatsichlich ausgesprochene anti-skorbutische Wirkungen 
besitzen. Dieser Nachweis war um so wichtiger, als einstweilen 
von Everette und I. Evans‘) Zweifel dariiber geiuBert wurden, 
daB die von uns und von Birch und Dann ausgefiihrten Titrationen 
tatsiichlich auf einen Ascorbinsiiuregehalt schlieBen lassen. 


Wir haben deswegen eine zweite biologische Untersuchung, f 


und zwar mit Ochsenaugen angestellt. Das Ergebnis stimmte, 
wie gleich vorweg genommen werden soll, mit dem friiheren dieses 
Instituts und einem einstweilen erschienenen Ergebnis von Birch 


und Dann®): Auch die Augenlinsen des Rindes enthalten eine — 


Skorbut heilende Substanz, welche, da wir keinen anderen Stoff, 
besonders kein anderes Redukton, mit diesen Kigenschaften kennen, 
als Ascorbinséiure anzusprechen ist. 


Die Rolle der Ascorbinsiure in den Augenlinsenf 


diirfte diejenige eines Oxydo-Reduktionskatalysators sein. Dab 
in den Augenlinsen ein sehr starker Oxydationsstoffwechsel vor 
sich geht, ist schon friihzeitig erkannt worden. Im gleichen Jahr 
wie Mashimo!?®) hat Ahlgren?) mit der Thunbergschen Methodik 


®) Diese Z. 222, 65 (19383). ”) Biochem. Z. 271, 9 (1934). 

8) Nature, 134, 180 (1934). *) Biochemic. J. 28, 638 (1934). 

1 Klin. Wschr. 2, 39 (1923). 

1) Skand. Arch. Physiol. 44, 196 (1923); Acta ophthalm. 5, 1 (1927). 
Vgl. auch Alajmo, Arch. Ottalm. 31, 27ff. (1924). 
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die enzymatische Oxydoreduktion der Linsen studiert, und zwar 
unter weitgehender Variation der Donatorsubstanzen. Bald darauf 
haben M.Goldschmidt?’) und D. R. Adams'*) ausgedehnte Unter- 
suchungen iiber die Stoffwechselvorgiinge der Linse angestellt. 
M. Goldschmidt betont die Rolle des Glutathions. 


Die tierische und menschliche Linse — schreibt G. — bediirfen fiir 
die Aufrechterhaltung ihrer inneren Atmung, ihrer Versorgung mit Nihr- 
stoffen und somit zur Wahrung ihrer anatomischen Struktur dreier Faktoren: 
einer H-Ionenkonzentration von etwa py 7,5, einer gewissen Menge Glutathion 
und des Redoxsystems. Diese drei Faktoren gewihrleisten das physiologische 
Gleichgewicht. 


In der letzten Zeit hat sich dann die Aufmerksamkeit auf 
die Ascorbinséure konzentriert. Ks sei hingewiesen auf die Ar- 
beiten von H. K. Miller’), Buschke, Gurewitsch und Briihl, 


sowle die Arbeiten von L. K. Wolff!) und von F. P. Fischer!®, 


H. K. Miller beschiftigt sich in seiner ersten Abhandlung hauptsiich- 
lich mit dem Kammerwasser. Aus den neueren Versuchen von Miiller 
und seinen Mitarbeitern, welche mit unseren Ergebnissen in Ubereinstimmung 
stehen und aus welchen er ebenfalls auf die groBe Bedeutung der Ascorbin- 
siure fiir den Linsenstoffwechsel schlieBt, geht hervor, dab der Ascorbin- 
siuregehalt der Augenlinsen vom Lebensalter der Tiere abhingig ist. 
»Ebenfalls der GréBe der Atmung entsprechend, enthilt der Kern der 
Linse wesentlich weniger Ascorbinséure als die Rinde.“ 

Ferner bringt Miiller Versuchsmaterial bez. des Verschwindens der 
Ascorbinsiiure bei der Altersstarbildung im Rinderauge. SchlieBlich betont 
Miiller die Verschiedenheit der Vitamin C-Gehalte bei den verschiedenen 
Tieren !"). 

Wolff macht ebenfalls Angaben iiber den Ascorbinsiiuregehalt von 
cataractésen Linsen. 





12) Graefes Arch. d. Ophthalm. 113, 160 (1924). 

13) Proc. roy. Soc. B 9S, 244 (1925). 

14) a) H. K. Miiller u. Mitarb., Klin. Wschr. 13, 20 (1934); b) Arch. 
Augenheilk. 108, 41 (1933); c) Helvet. biol. Acta 1938, II, 35; Nature 1532, 
280 (1933). 

15) yan Eckelen, Emmerie u. Wolff, Acta brev. Néerl. 3, Nr. 10/11 
(1933/34). 16) Klin. Wschr. 13, 596 (1934). 

17) Miiller [Arch. Augenheilk. 108, 41 (1933)] zeigte, ,,daB das ent- 
eiweiBte sauerreagierende Kammerwasser ein recht erhebliches Jodbindungs- 
vermégen besitzt, das im Serum nicht, und im Liquor und Glaskérper nur 
im geringen Grad nachgewiesen werden kann. Die jodreduzierenden Sub- 
stanzen des Kammerwassers sind bei alkalischer Reaktion stark sauerstoff- 
empfindlich, wihrend sie im sauern Milieu ihr Reduktionsvermégen lingere 
Zeit beibehalten.“ Auf Grund der chemischen und physikalisch-chemischen 
Eigenschaften des Kammerwasser-Redoxsystemes weist H. K. Miller auf 
die Méglichkeit hin, daB es durch Vitamin C gebildet wird. Vgl. hierzu 
Kawachi, Diese Z. 225, 273 (1934), tiber die antiskorbutische Wirkung des 
Kammerwassers. 


15* 
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F. P. Fischer’) stellt zur Diskussion, daB die Linse als C-Vitamin- 
Bildner in Betracht kommt. Er nimmt an, daf die Linse Zucker (Hexosen) 
zu ©,H,O, dehydriert, und da8 als Wasserstoffacceptor Cystin fungiert: 

1 Mol Zucker + 2 Mol Cystin = 1 Mol Ascorbinsiiure + 4 Mol Cystein. 

Kine Beobachtung von Fischer iiber die Farbenreaktion, die bei 
Kinwirkung von NaCN auf Ochsenlinsen auftritt, und tiber die entsprechende 
Reaktion mit Glutathion kénnen wir bestitigen. Hinsichtlich der Prussid- 
natriumreaktion findet F. P. Fischer’*’) Unterschiede zwischen den Linsen 
von Rind und Pferd. 


1. Titrationsergebnisse an menschlichen Augenlinsen. 

Seit der 1. Mitteilung, die im Juli 1933 erschienen ist, hat der eine 
von uns (H. v. E.) Gelegenheit gehabt, teils zahlreiche menschliche Cataract- 
Linsen zu untersuchen, teils einige normale menschliche Linsen. Sie wurden 
unter besonderen VorsichtsmaBregeln sowohl bei py = 5,5 — 6,5 als bei 
Po = 2,5 mit 2,6-Dichlorphenol-Indophenol titriert. Bei py 5,5—6,5 wird 
die Sulfhydrylsubstanz zugleich mit den Reduktonen titriert, wihrend bei 
Px = 2,5 nur die Reduktone, also besonders die Ascorbinsiiure, erfaBt werden. 

Im Ganzen sind bis jetzt 4 normale und 17 cataractése Linsen zur 
Untersuchung gekommen. Die Ergebnisse dieser bestimmungen an mensch- 
lichen Augen werden an anderer Stelle ausfiihrlicher mitgeteilt und be- 
sprochen. Die geringe Zahl der normalen Augenlinsen, die bisher zu unserer 
Verfiigung standen, (von Patienten verschiedenen Alters und Geschlechts) 
macht natiirlich die Angabe eines Mittelwertes schwer. Wir nehmen gegen- 

wiirtig an, daB etwa die Hilfte des Gesamt-Reduktionswertes der mensch- 
lichen Linsen von Sulfhydrylsubstanzen herstammt. Zieht man die Reduktone 
(bestimmt bei py = 2,5) als Ascorbinsiiure in Rechnung, so wiirde man etwa 
0,2 mg Ascorbinsiiure per g menschlicher frischer Linse finden. 

In cataractésen Linsen war, wie friiher erwihnt, der Gesamt-Reduktions- 
wert sehr schwankend, und zwar von 0,05 mg bis 0 per Linse. 


2. Titrationsergebnisse an Rinder-Augenlinsen. 

Die unten mitzuteilenden biologischenVersuche haben wir an Rinderaugen 
ausgefiihrt, welche etwa 2 Stunden nach dem Schlachten der Tiere zur Analyse 
kamen. Wir haben das gleiche Material auch benutztzur Titration der Linsen 
mit dem Tillmansschen Indicator, und zwar ebenfalls bei py = 5,5—6,5 
und bei 2,5. = Eagebnione 8 — in folgender — _ zusammengestellt. 





Gewicht ecm verbrauchte 

der Linse Indicatorlésung Pri 
2,4 16 (ziehend) 
2,35 14—16 (ziehend) 65 
2,68 13,5 ” 
2,50 12,5 
2.35 9—10 
2,48 9 | 
2,65 9,8 2,5 
2,69 10,5—11 | 
2,77 10,4 








18) Vel. auch a) Erg. Physiol. 31, 507 (1931); b) Arch. Augenheilk. 
108, 60 (1983). Vgl. auch Bottazzi u. Sealineci, Atti Accad. Lincei 17 
(1908) u. 18 (1909). 
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Wir fanden an den Rinderaugen also ?/, der reduzierenden Substanz 
als Reduktone, demgemif mehr als bei unserer ersten Untersuchung, etwa 
img Ascorbinsiure per Linse. 


3. Titrationsergebnisse an Fischaugenlinsen. 
In der Zoologischen Station Kristineberg hat der eine von uns 
(H. v. Euler) die friiheren Versuche erweitert. Die vollkommen frischen 
Linsen wurden in der oben angegebenen Weise titriert; die Titrationen bei 
Py 2,5 waren in Gegenwart von Trichloressigsiure ausgefiihrt. 

















Fisch mg Redukton Fisch mg Redukton 
per g Linse per g Linse 
Salmo salar. .... 1,04 Gadus merlangus. . 0,45 
Gadus minutus. . . 0,53 Labrus exoletus . . 0,32 
Gadus callarius. . . 0,48 


Unsere friiheren Versuche. 

Die Frage, ob Ascorbinsiiure das Redukton der Augenlinsen ist, lift 
sich nur durch biologische Versuche entscheiden. 

Wir haben zu unserer ersten Untersuchung, wie oben erwihnt, Fisch- 
augen verwendet, und zwar die Linsen der Augen von Gadus melangus. 
Nach der titrimetrischen Reduktonbestimmung muB8ten die den etwa 
300 g schweren Meerschweinchen gegebenen Linsen zur Verhiitung des 
Skorbuts ausreichen, sofern das Redukton C-Vitamin war. Wie in unserer 
ersten Mitteilung bereits angegeben wurde, zeigten die Versuchstiere nach 
der iiblichen Periode von 26 Tagen nicht die typischen Anzeichen des 
Skorbuts: sie verblieben frei von Hiimorrhagien der Kniegelenke, von 
Blutungen des Zahnfleisches und anderen Blutungen, von der charakteristi- 
schen Lockerung der Ziihne und den typischen Verinderungen der 
Riickenknorpel. Dagegen war innerhalb 20 T'agen eine Gewichtsabnahme 
eingetreten sowie eine Verschlechterung des allgemeinen Zustandes. Wir 
hatten schon aus unserer friitheren Versuchsreihe mit Fischaugenlinsen ge- 
schlossen, daB diese Organe den Antipneumoniefaktor J nicht enthalten. 


Neue Versuche. 

Eine eingehende Priifung der antiskorbutischen Wirkung von 
Linsen haben wir seitdem mit Rinderaugen vorgenommen. Es 
wurden zu den Versuchen Meerschweinchen verwendet, welche in 
der in diesem Institut iiblichen Weise vorbehandelt worden waren 
und wihrend der Versuchsdauer folgende Grundkost erhielten, 
deren Freiheit von C-Vitamin 6fters gepriift worden war. 


Gelber Hafer 80 Teile Caleciumearbonat 8 Teile 
Weizenkleie - « Natriumchlorid 2 
Casein S « 


Dazu Zusatz von 30) standardisiertem Dorschlebertran, 
welcher die erforderlichen Mengen A und [D-Vitamin garantiert. 
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Von den 6 Versuchstieren Nr. 386, 388, 389, 393, 394 und 
395 wurden drei mit je einer Rinderlinse per Tag gefiittert 
(Zusatz zu der ad libitum gegebenen Grundkost), wibrend drei 
andere Versuchstiere taglich 2 Rinderlinsen als Zugabe erhielten. 
Sowohl die makroskopische Untersuchung post mortem 
als die histologische Priifung ergab keinerlei Anzeichen 
von Skorbut, und zwar mit einer Versuchszeit und Be- 
handlung, bei welcher simtliche Kontrolltiere stark 
skorbutisch waren. An finf der genannten Versuchstiere 
wurden genaue bakteriologische Priifungen itiber den Zustand 
beziiglich eingetretener Pneumonie vorgenommen. Wir danken 
Herrn Dr. Harald Séder (Bakteriologisches Laboratorium des 
Staates; Dir. Prof. Kling) fiir die Ausfiihrung dieser Bestimmungen. 


Kin ier starb (an Vergiftung?) schon vor Ausbruch der 
Pneumonie, in 4 Fallen wurde Pneumonie sicher nachgewiesen. 


Aus unseren Versuchen kénnen wir den SchluB ziehen, daf 
sowohl die Rinderaugen als die Fischaugen Vitamin C 
enthalten, dagegen keine nachweisbaren Mengen des antipneu- 
monischen Faktors J. 

Von 6 Versuchstieren starben 5 im Verlauf von 28 Tagen. 
Wir haben bis jetzt den Eindruck, daB die Augenlinsen einen 
auf Meerschweinchen giftig wirkenden Stoff noch unbekannter 
Art enthalten}). 


Im Anschlu8 an Versuche iiber den Einflu8 von Naphthalin 
und Dinitrophenol auf den C-Vitamingehalt von Organen haben 
wir auch die Augenlinsen so vorbehandelter Kaninchen untersucht. 
Ks war fiir uns wichtig festzustellen, da8 nach 48 Stunden die 
Einwirkung auf die Linse noch nicht nachweisbar war’). 

Nach Eingabe von 20g Dinitrophenol . . 0,20 mg Ascorbinsiure per g Linse 
» lg Naphthalin. .. . 0,22 ,, per g 
Ohne Vorbehandlung. . . . 0,20 ,, m per g 

Kine Untersuchung iiber die Kinwirkung gréBerer Ascorbin- 

siuredosen auf verschiedene Formen von Katarakt ist im Gange. 


Den Herren Prof. J. W.Nordenson, Oberarzt Dr. Forsmark 
und Oberarzt Dr. Ploman danken wir fir die Unterstiitzung 
durch Uberlassung von Augenlinsen. 


') Die primaire Giftigkeit der intravenés injizierten Linsensubstanz 
und ihre blutdrucksenkende Wirkung ist bekannt; vgl. Braun, Arch. 
Augenheilk. 108, 341 (1934). 

2) Uber medikamentése Beeinflussung des Augenstoffwechsels vel. 
Szasz, Arch. Augenheilk. 108, 169 (1934). 
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Optische Untersuchung des antineuritischen Vitamins (B,) 
Von 
Alexander Smakula. 


Mit 17 Figuren im Text. 


(Aus dem 1. Physikal. Institut der Universitat Gdéttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1934.) 


Das antineuritische Vitamin (B,) hat nach den Untersuchungen 
von Windaus und Mitarbeitern’) die Formel C,,H,,N,OS. Die 
Konstitution des Vitamins B, ist bis jetzt nicht bekannt. Das 
Absorptionsspektrum zeigt nach Windaus, I'schesche und Mit- 
arbeitern”) ein Maximum bei etwa 256 mp. Nach Peters und 
Philpot*) legt das Absorptionsmaximum des Vitamins B, um 
10 mu kurzwelliger. AuBerdem zeigt die Absorptionskurve von 
Peters und Philpot die Andeutung eines zweiten Maximums 
bei 260 mu. Die Aufklarung des Unterschiedes zwischen den beiden 
Absorptionsspektren, die ich auf Wunsch von Prof. Windaus 
unternommen habe, bildete den Ausgangspunkt zu dieser Arbeit. 

Die Absorptionsspektra wurden lichtelektrisch aufgenommen. 
Die molaren Absorptionskonstanten wurden nach der Formel 
J =J,e-°%* berechnet, wobei J, = auffallende Intensitaét, J = 
durchgelassene Intensitiit, ¢ = Konzentration in Mol/Liter und 
d = Dicke der Kiivette in Zentimeter. 


In Fig. 1 ist das Absorptionsspektrum des Vitamins B, in 
Wasser wiedergegeben. Es treten deutlich zwei Maxima bei 245 
und 260 mu auf. Die Absorptionskurve stimmt mit der von Peters 
und Philpot annihernd iiberein. Nur das langwellige Maximum 
ist bei meiner Kurve etwas stiirker ausgepriigt als bei den ge- 
nannten Autoren. Das kann am EinfluB des Liésungsmittels oder 
an der spektralen Unreinheit des zur Messung verwandten Lichtes 
liegen. Peters und Philpot haben alkalische, sauere oder alko- 


1) Gott. Nachr. 342 (1932). *) Gott. Nachr. 207 (1931). 
3) Proc. roy. Soc. B 113, 48 (1933). 
























939 Alexander Smakula, 





























7 oS 

z | 7 1} 2 ne 2 | 

2 2-H ins ae =). oo 

‘s Wr | | ; | i 

ae i 7 | | \ } 

R | | \ | \ 

2 t | 'd i i; 7 ‘ 

= | | / \ | if : | 

= 20 | 7] — ee as nie Fi a fa ae 

: | j j for ! 

2 | IV i. + aes y | | | {\ 

2 a | ag 4 . #4 

& | | VU \ | | | f° 

S : Vv \ 4 

so = — = \ — 

<s \ / 

Bd \ \ || 

= | \l | | 
ie. cisternae ee eee | eee litical eet : ies tininaeablianaicciesai b> a | 

200 250 300 200 250 300 200 250 800 


Wellenla ge in mu 
1. Vitamin B,: C,.H,.N,OS in Wasser. 
2. Hydrolysenprodukt des Vitamins B, in Wasser. Wahrscheinlich: C,,H,,N,0,S. 
3. Spaltprodukt I des Vitamins B,: ©,H,,N,0; in Wasser. 
—o nach Abzug der Absorption des NQ3. 








“ fre a T pera aa::C dT , aie. 
me | 
= 30 — j arena T i = 
> 795 | j ty 
iol 4 Pr) be v | 4 7 
{ od a | 
= 7 | {3 ’ || | | 
© | t {/ # \ 
~ t | ¢ ' ! j 
= | ae ) | | 
~ A ssiaia 
>= 20-— ee ————-—-,—} # i = 
~ he iv\ =A / Ry ie | 
S) j es La 
= \ \ els 1 4 { | 
= / | \ J i 
3 4 \ ; / \ | | 
~ + ‘d \ 1 | } 
Pa ‘ \ ‘ 
S 70; ——_—-—— sone | 
*” } i 
a) i ' } 
N \ \ ‘ \ 
* | | \ 
S ‘ hid f | 
= \ j ‘\ j \ og i 
~ \ j ai} a ‘ 
= ee benererene re Sree sical 7 ee — Se: Sa ee waa 
200 250 300 200 250 300 200 25 300 


Wellenlinge in Veit 
4. Spaltprodukt II des Vitamins B,: C,H,NSO, in Wasser. 
5. Superposition der beiden Spaltprodukte. 
——o zum Vergleich das Vitamin B,. 
Pyrrol-a-carbonsaure-methylester in Wasser. 


holische Wasserlésungen benutzt, ich dagegen nur reine Wasser- 
lésungen. Die von Windaus und Mitarbeitern mitgeteilte Kurve 
hat sich als durch apparative Fehler verfilscht erwiesen. 
Heyroth und Loofbourow?) haben versucht, aus dem Ab- 
sorptionsspektrum des Vitamins B, auf seine chemische Kon- 
stitution zu schlieBen. Durch den Vergleich der Absorptionsspektra 
kommen sie zu dem SchluB, daB das Vitamin B, wahrscheinlich 
eine Pyrimidin- oder Ergothioneinverbindung ist. Zum Vergleich 


) F. F. Heyroth u. J. R. Loofbourow, Bull. Basic Sci. Research 4, 
35 (1932). 
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14. 2-Methyl-6-oxypyrimidin: 









a : > il 1 

N . H oder HN C H in Wasser. 
cH,—C CH H,Cc—C CH 
i al a a al 
N N 
H,( oan ‘H, 
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16. Thiopyrrolidon: SC CH, in Wasser. 










NH 
i7. Thiodimethylpyrrolcarbonsiuremethylester: 
H,C—C———C—SH 





in Alkohol. 





H,COOC—C \—CH, 





a 


NH 






haben Heyroth und Loofbourow die von Windaus mitgeteilte 
Absorptionskurve herangezogen. Die richtige Absorptionskurve 
stimmt mit denen der untersuchten Pyrimidinderivate keineswegs 
iiberein. 

Die zwei Maxima und die groBe Halbwertsbreite der Ab- 
sorptionsbande des Vitamins B, deuten darauf hin, dah es sich 
um zwei getrennte Absorptionsbanden handelt, die von zwei ver- 
schiedenen Chromophoren des Vitamins herriihren. Dab das wirk- 
lich der Fall ist, zeigt uns die Absorptionskurve des Hydrolysen- 
produktes des Vitamins B, in Fig. 2. Wir haben hier zwei weit 
voneinander getrennte Banden bei 265 und 219mp. Beide Ab- 
sorptionsbanden sind wesentlich niedriger als die des Vitamins. 
Ihre Halbwertsbreiten sind annihernd halb so groB wie die der 
Vitaminbande. Die langwellige Absorptionsbande bei 265 my ist 
aller Wahrscheinlichkeit nach mit der Absorptionsbande des 
Vitamins bei 260 mu identisch. Durch die Hydrolyse ist diese 
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Wellenfange in mu 
8. Imidazol in Wasser. 
9. 2-Methylimidazol-4-carbonsiiure ; 


HC= C—COOH 
HN N in Wasser. 
ar 
ie 
CH, 


6. Pyrrol in Hexan. 


10. Imidazol-4-essigsiureithylester: 
i———~{ '—{ 'H; = COOC,H,;-HNO, 


HC CH in Wasser. 


ee 
NH 
o——o nach Abzug der Absorption des NO,. 


Bande praktisch unbeeinfluBt geblieben, wihrend die kurzwellige 
um 26 mu nach kurzen Wellen geriickt ist. 

Neuerdings ist es Windaus und Mitarbeitern’) gelungen, 
das Vitamin B, in 2 Produkte zu spalten: I C,H,,N,0, und 
IT C,H,NSO,. Die Absorptionskurven der beiden Abbauprodukte 
sind in den Fig. 3 und 4 wiedergegeben. Das Abbauprodukt I ist 
ein Nitratsalz. Sein Absorptionsspektrum zeigt 2 Maxima bei 260 
und 210 mu. In der kurzwelligen Bande ist die Absorptionsbande 
des Nitrations vorhanden. Nach Abzug der Absorption des Nitrat- 
ions erscheint ein Maximum bei 226m. Das Absorptionsspektrum 
des Abbauproduktes II zeigt eine Bande bei 257 mu mit der An- 
deutung eines Maximums bei 237 mu und eine zweite Bande bei 
198 mu. 

Die Chromophore der beiden Abbauprodukte kénnen ent- 
weder schon im Vitamin selbst vorhanden oder erst bei dem 


1) Diese Z. 228, 27 (1934). 
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13. N- oder O-Athyl-dioxymethylpyrimidin: 
OH 


» 
re, 
N CH 


£0 wrnerereenanne wees 


in Wasser. 


H,C—C C —OC,H, 


€ 12, 2-Methyl-4, 6-Dioxypyrimidin: 
OH 


N CH in Wasser. 


11. Pyridin in Hexan. 
a 15. Thiophen in Hexan. 
——o Absorptionskurve von Menzel. 


, Abbau entstanden sein. Im ersten Fall muB sich das Spektrum 
| des Vitamins aus denen der beiden Abbauprodukte annihernd zu- | 
sammensetzen. Das gilt allerdings nur unter der Voraussetzung, 
daB die beiden Chromophore sich gegenseitig im Vitamin nicht ' 
beeinflussen, d. h. daB sie durch gesiittigte Kohlenwasserstoff- 
gruppen voneinander getrennt sind. In Fig. 5 sehen wir das 
Spektrum der beiden Abbauprodukte, das durch Addition ent- 
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standen ist. Daneben ist gestrichelt das Spektrum des Vitamins B, 
eingezeichnet. Beide Spektra sind einander sehr Ahnlich. Wir 
kénnen daraus schlieBen, daB die beiden Chromophore auch im 
Vitamin vorhanden sind. 


Die Zuordnung der Absorptionsbanden zu bestimmten Chromo- 
phoren kann nur durch Vergleich mit den Absorptionsspektren 
bekannter Verbindungen geschehen. Zu diesem Zweck wurden 
die Absorptionsspektra einiger heterocyclischer Stickstoffverbin- 
dungen ausgemessen. 


Hig. 6 zeigt das Absorptionsspektrum des Pyrrols. Pyrrol 
hat ein Maximum bei 205 mu. Die Absorptionsmessungen am 
Pyrrol von Menczel}) erstrecken sich nur bis zu 214 mu, so dab 
das Maximum nicht erfaBt werden konnte. Die Héhe der Ab- 
sorptionsbande ist annihernd so grof wie die der Furanderivate’). 
Auch bei Pyrrol wird die Absorption durch die Kohlenstoffdoppel- 
bindungen verursacht. Ahnlich wie im Furankern absorbiert eine 
Doppelbindung im Pyrrolkern nur halb so stark wie eine alipha- 
tische Doppelbindung. 


Durch das Anhingen einer Carboxylgruppe an den Pyrrolkern 
wird nur die Lage der Absorptionsbande nach langen Wellen 
verschoben, wie man am Beispiel des Pyrrol-e-carbonsiure-methyl- 
esters sieht (Fig. 7). AuBerdem tritt an der kurzwelligen Seite 
der Absorptionsbande eine schwache Bande bei 235 mu auf, iiber 
deren Zuordnung sich nichts Bestimmtes aussagen liBt. 

Der Vergleich der Absorptionsspektra der Pyrrolverbindungen 
mit dem des Abbauproduktes I des Vitamins zeigt, daB im Ab- 
bauprodukt I kein Pyrrolring vorhanden ist. 

Auch die Imidazolverbindungen zeigen eine wesentlich andere 
Absorption als die Abbauprodukte des Vitamins (Fig. 8 und 9). 
Imidazol hat zwei Banden bei 205 mu und 193 mp. Durch die 
Kinfiihrung der COOH-Gruppe wird die Absorption nur wenig 
nach langen Wellen verschoben. Methylimidazolcarbonsiiure hat 
das Absorptionsmaximum bei 215 mu. Die Héhe der Absorptions- 
bande hat sich gegentiber dem Imidazol beinahe verdoppelt. Die 
Unterbrechung der Konjugation zwischen der Carboxylgruppe und 
den Doppelbindungen im Imidazolkern durch CH,-Gruppe fiihrt 
zu einer starken Erniedrigung der Absorptionsbande (Fig. 10). 


1) Z. f. physik. Chem. 125, 161 (1927). 
*) A. Smakula, Z. angew. Chem. 47, 657 (1934). 
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Pyridin hat eine Absorptionsbande bei 252 mu und eine 
etwa dreimal stiirkere bei 196 mu (Fig. 11). Das Absorptions- 
spektrum des Pyridins ahnelt sehr stark dem des Benzols. Der 
einzige Unterschied ist nur der, daB die langwellige Absorptions- 
bande des Benzols rund 8 mal schwiicher ist als die des Pyridins. 

In Fig. 12 ist das Absorptionsspektrum des Dioxymethyl- 
pyrimidins wiedergegeben. Ahnlich wie bei Pyridin sind auch 
hier zwei Banden, eine schwichere bei 253 mw und eine stirkere 
bei 203 mu vorhanden. Die Intensitiiten der Banden sind aber 
hier etwa 6 mal stirker als bei Pyridin. 

Bei Dioxymethy|pyrimidinithylither (Fig. 13) ist die kurz- 
wellige Absorptionsbande praktisch erhalten geblieben. Die lang- 
wellige Bande dagegen ist wesentlich anders als bei Dioxymethyl- 
pyrimidin. Die Héhe hat um das 2,5 fache abgenommen. Auber- 
dem ist eine neue Bande bei 230 my vorhanden. 

In Fig. 14 ist das Absorptionsspektrum des Monooxymethyl- 
pyrimidins wiedergegeben. Dieses Spektrum ist sowohl in seiner 
Lage wie in seiner Intensitit mit dem Spektrum des Spalt- 
produktes I des Vitamins B, vollkommen identisch. Dieser Befund 
ist aus zwei Griinden sehr iiberraschend: 

1. Im Abbauprodukt I des Vitamins B, sind nach Abzug 
des Nitrations noch zwei Sauerstoffatome enthalten. Man hitte 
deshalb eher eine Ubereinstimmung mit dem Spektrum des Dioxy- 
methylpyrimidins erwartet. 

2. Wihrend Mono- und Dioxyverbindungen des Benzols prak- 
tisch dieselben Absorptionsspektra zeigen, sind die Absorptions- 
spektra des Mono- und Dioxymethylpyrimidins vollkommen ver- 
schieden. Vermutlich sind die Ringe in den beiden Pyrimidin- 
verbindungen verschieden aufgebaut. 

Zur Identifizierung des Absorptionsspektrums des Spalt- 
produktes II wurden einige Thioverbindungen untersucht. Das 
Absorptionsspektrum des Thiophens (Fig. 15) ist von dem durch 
Menczel?) aufgenommenen wesentlich verschieden. Das Maximum 
liegt bei Menczel bei 234 mu, bei mir bei 230 mu. AuBerdem 
zeigt die Absorptionsbande von Menczel eine Struktur, die bei 
meinen Kurven nicht vorhanden ist. 

Das Absorptionsspektrum des Thiopyrrolidons (Fig. 16) hat 
ein Maximum bei 260 my und ein zweites schwicheres bei 210 mu. 
Das langwellige Maximum ist wahrscheinlich der C—S-Bindung 


zuzuschreiben. 


1) a. a. O. 
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Tabelle. 
Lage der Ab- Hohe der Ab- 
—— Lésungs- | Sorptionsbanden | sorptionsbanden 
Verbindung mittel |  ™™ | in 10° em™ , 
I | IT I me 
1. Vitamin 5, Wasser 260 245 27,5 28,0 
2. Hy drolysenprodukt des 
Vitamins B, . - 265 219 23,0 20.5 
3. Abbauprodukt I des Vit- 
amins B, . . . 7 261 225 12,2 | 19,0 
4, Abbauprodukt LI des Vit- 
aminsB, . . . . ; ? 257 198 19,0 | 18,3 
5. Pyrol. . ik VS Hexan 205 34,0 
6. Pyrrol - @ - carbonsiure - | | 
methylester . . | Wasser 266 | 235 32,0 | 9,5 
7. Imidazol - 4 - essigsiure- | 
ithylester. . ... . - 205 9,3 
8. Imidazol . . ; x 204 192 12,0 | 12.0 
9. Methylimidazole: arbon- | | 
A 215 23,5 
10. Pyridin. . . ' Hexan 252 196 4,7 | 14,0 
11. Dioxymethylpyrimidin Wasser 252 203 29,0 71, 
12. eee | 
ithylither . ' 257 199 11,5 | 58,0 
235 9,5 
13. Monooxymethylpyrimidin 7 261 225 10,5 | 17,0 
14. Thiopyrrolidon. .. . is 260 210 31,0 | 13,5 
15. Thiodimethylpyrroi - car- 
bonsiuremethylester Alkohol 279 245 31,0 | 14,5 
16. Thiophen . . . . . . | Hexan 230 10,0 
17. Phenol . Alkohol 273 218 4,3 15,8 
18. Resorcin ‘ 275 | 218 5,0 | 15,5 


Thiodimethylpyrrolcarbonsiuremethylester ist mit seinem Ab- 
sorptionsspektrum (Fig. 17) dem Pyrrol-«-carbonsiuremethylester 
ibnlich. Eine einfache C—S-Bindung hat demnach keine Absorp- 
tion im Wellenlingenbereich oberhalb 186 mu. 

Zwischen den Spektren des Thiodimethylpyrrolcarbonsiure- 
methylesters bzw. des Pyrrol-a-carbonsiiuremethylesters und dem 
des Spaltproduktes II besteht eine Ahnlichkeit. Es ist méglich, 
daB im Spaltprodukt IT ein Pyrrolring vorhanden ist. 


Zusammenfassung. Das Absorptionsspektrum des Vit- 
amins B, zeigt eine Doppelbande, deren Maxima bei 260 und 
245 mu liegen. Im Hydrolysenprodukt des Vitamins riickt die 


kurzwellige Bande um 26 my nach kurzen Wellen vor. Die beiden 
Abbauprodukte des Vitamins haben je zwei Absorptionsmaxima. 
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Durch die Superposition der Absorptionsspektra von beiden Abbau- 
produkten ergibt sich ein Spektrum, das dem des Vitamins B, 
sehr dhnlich ist. Daraus wird geschlossen, daf im Vitamin B, 
zwei Chromophore vorhanden sind, die durch gesiittigte Kohlen- 
wasserstofigruppen voneinander ese sind. 


Um die Absorptionsbanden des Abbauproduktes I des Vita- 
mins B, einem bestimmten Chromophor zuzuordnen, wurden die 
Absorptionsspektra einiger heterocyclischer Stickstofiverbindungen 
aufgenommen. Das Absorptionsspektrum des Monooxymethyl- 
pyrimidins ist mit dem des Abbauproduktes I vollkommen identisch. 

AuBerdem wurden die Absorptionsspektra einiger Thioverbin- 
dungen aufgenommen, die auf die Anwesenheit eines Pyrrolringes 
im Spaltprodukt I des Vitamins B, hindeuten. 


Herrn Prof. Poh] danke ich herzlich fiir das férdernde Interesse an 
dieser Arbeit. Herrn Prof. Windaus danke ich besonders fiir die Uber- 
lassung der Priparate, fiir viele wertvolle Diskussionen und fiir die Durch- 
sicht der Arbeit. Herr Dr. Tschesche und Herr Dr. Grewe haben mich 
ebenfalls vielfach unterstiitzt, wofiir ich Ihnen danken méchte. 
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Uber die biologische Entstehung des C-Vitamins. 
Von 


Johann Mosonyi. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1934.) 


Die gegenwirtigen Versuche bezwecken festzustellen, aus | 


welchen Stoffen sich das C-Vitamin im Organismus solcher Tiere 
aufbaut (Ratte, Hund), die, wie dies Pgarsons') zu _allererst 
nachwies, zur Synthese des C-Vitamins fiihig sind. In einer kurzen 
Mitteilung’) berichtete ich dariiber, daBh eine groBe Wahrschein 
lichkeit dafiir spricht, daB der Aufbau der Ascorbinsiiure im 
Ratten- und Hundeorganismus aus den Zwischenprodukten des 
Kohlenhydrat- und Fettumsatzes, dem Methylglyoxal und der Acet- 
essigsiure erfolgen kénne. Henze*) berichtete niimlich iiber die 
durch Aufeinanderwirkung dieser beiden Verbindungen entstehende 
und fir ein intermediires Stoffwechselprodukt gehaltene neue 
Verbindung, die beziiglich ihrer chemischen Zusammensetzung der 
Ascorbinsiiure nahesteht, und deren Reduktionsfiihigkeit auch 
weseatlich gréBer ist, als die jener Verbindungen, aus welchen 
sie entstand. Diese Verbindung erwies sich als 3-Oxyacetonyl- 
aceton. Henze schrieb dieser, ,,Ketol“ genannten 6-Kohlenstoff- 
kette bei der Umwandlung der Fette in Kohlenhydrate eine wichtige 
Rolle zu. Meine Annahme war, da8 nicht nur in diesem 
letzteren ProzeB, sondern auch in der C-Vitaminsynthese 
das Henzesche Ketol*) das Zwischenprodukt sei, aus 
welchem sich das C-Vitamin durch Oxydation der zwei 


1) J. of biol. Chem. 44, 587 (1920). 

2) Orvosi Hetilap Nr. 37 (1933). 

3) Diese Z. 189, 121 (1930); 193, 88 (1930); 195, 248 (1931); 206, 1 
(1932); 214, 281 (1933). 

*) Das Ketol stellte mir in liebenswiirdigster Weise Herr Prof. Henze 
zur Verfiigung, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle meinen innigsten Dank 
ausspreche. Ich bin Herrn Prof. Henze auch zu Dank dafiir verpflichtet, 
daB er bei der Aufstellung der mitgeteilten hypothetischen Reaktionsreihe 
die letzten Glittungen vornahm. 
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-endstaindigen CH,-Gruppen, der einen zu Carboxyl-, der 
anderen zu primiarer Alkoholgruppe, bilden wiirde. 
Der Gang des chemischen Prozesses diirfte der folgende sein: 





CH, CH, CH, COOH co— 

| | | | | 

C=O COH COH COH COH 

| | | | O 
HCOH ,,, COH COH .... COH COH 

| ae _- | +H,0 | dation aa | —H,0 | 

—_— ~~ co HCOH HCOH Cn. 

| | | | 

C=O COH HCOH HCOH HCOH 

| | | , | | 

CH, CH, CH, CH,OH CH,OH 


Die experimentelle Untersuchung dieser Frage begann ich 
zuerst an Meerschweinchen. Es ist zwar bekannt, da8 der Orga- 
nismus des Meerschweinchens zur Bildung des C-Vitamins nicht 
fahig ist, und bei Entziehung des C-Vitamins aus der Nahrung 
schwere Symptome der Avitaminose zeigt. Ks konnte jedoch die 
Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden, daf auch der Organismus 
des Meerschweinchens diese bereits zum Teil aufgebaute Verbindung 
zu C-Vitamin umwandeln kénne. In diesem Falle kénnte natiir- 
lich die Ausbildung des Skorbut durch Verabreichung von Ketol 
verhindert werden. 

Zum Beweis dieser Annahme verabfolgte ich den in der 
iiblichen Weise bei C-Vitaminfreier Nahrung gehaltenen Meer- 
schweinchen nach dem Auftreten der Skorbutsymptome tiiglich 
10—20 mg Ketol, teils peroral, teils jedoch subcutan (nach Neu- 
tr:isation mit Soda) injiziert. Als auffallende Erscheinung muf 
ich erwihnen, daB nach den subcutanen Ketolinjektionen fast 
in jedem Falle zuerst sich die Nahrungsaufnahme der Skorbut- 
tiere steigerte, und voriibergehend auch eine geringe Gewichts- 
vermehrung eintrat. Mit dem Ketol konnte jedoch das Kingehen 
der Tiere nicht verhindert werden. Bei der Sektion waren typische 
Skorbutsymptome nachweisbar. Die experimentelle Lésung der 
Frage mufte daher auf anderem Wege versucht werden. 


Pearsons oben erwihnte Beobachtungen, da’ der Ratten- 
und Hundeorganismus das C-Vitamin synthetisch herzustellen 
fihig sei, wurden seither auch von anderen Autoren bestiitigt, die 
nachwiesen, daf sich in der Nebenniere von C-Vitaminfrei ge- 
fiitterten Ratten und Hunden die Menge der Ascorbinsiure nicht 
vermindert. Diese Versuche wurden aber nur mit dem Szent- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXX. 16 
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Tagl. 10mg Ascorbinsre, 
peroral verabreicht 





Normale Tiere 





Versuchsbedingungen | 





Tier Nummer | 1 | 2 | 8 | 4 | 1 | 23 | 8 
Dauer des Versuchs in | | | 
0 a 5 | 5 5) 
Ko6rpergewicht in g. . [188 125 247 248 232 213 205 
Gewicht d. Nebennieren | | 
in g 0,024} 0,019 0,030, 0,030} 0,023) 0,027) 0,025 


Gewicht d. Nebennieren 
im Verhiltnis zum 



































K6rpergewicht in °), 0,013; 0,015) 0,012 0,012] 0,010) 0,013; 0,012 
Ascorbinsiuregehalt d. | 
Nebennieren per g | | 
Substanz in mg . . 2,18 2,00 | 2,14 2,04 8,13 | 2,29 | 2,36 
Desgl. im Mittel 2,08 2,59 
Versuchsbedingungen Taglich 10 mg Ketol Tiiglich 30 mg Keto! 
peroral verabreicht subcutan verabreicht 
Tier Nummer + & 1 2 4 | 1 | 2 3 
SS — SS ce | —. — - = = — — a a 
Dauer des Versuchs in | | | 
ee fae 5 6 3 b 7.3 
K6rpergewicht in ¢. 211 165 147 134 190 201 137 
Gewicht d. Nebennieren | 
ing. ....... | 0,055) 0,020) 0,037, 0,032] 0,041; 0,031/ 0,021 
Gewicht d. Nebennieren | | | 
im Verhiltnis zum | | | | 
Korpergewicht in °/) 0,026, 0,012) 0,025) 0,023] 0,021] 0,015) 0,016 
Ascorbinsiuregehalt d. | | 
Nebennieren per g | | 
Substanz in mg 2,50 | 2,65 1,94 8,10 | 2,06 | 2,50 | 3,06 
Desgl. im Mittel . . . 2,55 2.54 








Gyérgyischen') Fiarbeverfahren ausgefiihrt, genaue quantitative 
Angaben stehen uns daher nicht zur Verfiigung. Deshalb strebte 
ich zuerst nach der Feststellung, inwieweit der C-Vitamingehalt 
der Nebenniere der Ratten vom C-Vitamingehalt der Nahrung 
abhingig sei. Falls sich nimlich infolge der Entziehung des 
‘-Vitamins aus der Nahrung die Menge des C-Vitamins in der 
Nebenniere der Ratten vermindern wiirde, kiénnte dieser Umstand 
zur Erreichung meines Ziels beniitzt werden, daher zum Nachweis 
dessen, ob das Ketol sich im Organismus der fiir die Versuchs- 
zwecke beniitzten Ratte in C-Vitamin umwandelt und so als Pro- 
Vitamin angesehen werden kann. 


1) Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 
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Die Versuche ergaben jedoch, daf sich in der Nebenniere 
der Ratten der mit dem Tillmans-Harrisschen !) titrimetrischen 
Verfahren bestimmte C-Vitamingehalt nicht nur bei C-vitamin- 
freier Nahrung, sondern auch dann als normal erwies, wenn iiber- 
haupt simtliche Vitamine aus der Nahrung fehlten. Es erwies 
sich daher auch diese Methode nicht als geeignet. 

Zum Erfolg fiihrte aber jene Versuchsreihe, bei der ich — ge- 
stiitzt auf jene Beobachtung von EK. v. Kuler und Klussmann’), 
daB sich subcutan gegebene Ascorbinsiure in der Nebenniere der 
Ratten aufspeichert — bei normaler Nahrung gehaltenen Ratten 
teils peroral, teils jedoch subcutan 10—30 mg Ketol verabreichte, 
in der Voraussetzung, daf mit diesem Stoff der Ascorbinsiiure- 
gehalt der Nebennieren ebenso gesteigert werden kénne wie bei 
den Kontrolltieren, denen ich Ascorbinsiure subcutan injizierte, 
wenn sich das Ketol im Organismus der Ratte in C-Vitamin 
umwandelt. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt die Tabelle (S. 242). 

Vom Gesichtspunkte der Auswertung der Versuchsergebnisse 
muB ich als wichtige Erscheinung hervorheben, daB sich der 
Ascorbinsiiuregehalt der Rattennebenniere unter normalen Um- 
stiinden als auffallend bestiindig erwies: 1 g Nebennierensubstanz 
enthilt im Mittelwert 2,08 mg Ascorbinsiure. 

In der Nebenniere jener Tiere, denen ich tiiglich 10 mg 
Ascorbinsiiure einspritzte, erhéhte sich der C-Vitamingehalt, im 
Mittel auf 2,59 mg pro g-Nebennierensubstanz, was eine Steigerung 
von 24,5°/, dem normalen Wert gegentiber bedeutet. Bei der 
Steigerung der Reduktionsfihigkeit der Nebenniere auf Verabfolgung 
von Ascorbinsiure scheint es jedoch, dab, wie dies auch Euler 
und Klussmann?) beobachteten, mehrere Umstiinde eine Rolle 
spielen; diese hingt daher nicht nur von der Menge der ver- 
abreichten Ascorbinsiiure ab. 

Ungefihr in gleichem Mafe vermehrt sich die Menge der 
Ascorbinsiiure auch in der Nebenniere von jenen Tieren, denen 
ich statt Ascorbinsiiure, den zu untersuchenden Stoff, das Ketol, 
verabfolgte. Bei taglich 10 mg per os gegebenem Ketol betrug 
die EKrhéhung auf 1g Nebennierensubstanz gerechnet 2,55 mg und 
bei tiiglich 30 mg subcutaner Injektion 2,54mg, was im ersteren 





1) Tillmans, Z. Unters. Lebensmitt. 63, 241, 267 (1932); Harris, 
Biochemic. J. 27, 303 (1933). 
*) Diese Z. 217, 167 (1933). Vgl. De Caro, Diese Z. 223, 229 (1934). 
16* 
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Falle einer Erhéhung von 22,6°/,, im letzteren von 22,1°/, ent- 
spricht. Es gelang mir aber mit der Verabreichung von Ketol 
nicht in jedem Falle ein positives Resultat zu erzielen. Von 
7 Tieren war nur bei 5 in der Nebenniere eine ausgesprochene 
Steigerung der Reduktionsfihigkeit nachzuweisen. [Wegen Mangel 
an Versuchsstoff (Ketol) konnte ich vorliufig nicht mit mehr Tieren 
Untersuchungen ausfihren. ] 

Die mitgeteilten Versuchsergebnisse scheinen, besonders wenn 
man die Stindigkeit des normalen Ascorbinsiuregehalts in Betracht 
zieht, dafiir zu sprechen, daB das per os bzw. subcutan in den 
Organismus der Ratte eingebrachte Ketol sich in C-Vitamin um- 
wandelte und in der Nebenniere aufspeicherte. Diese Folgerung 
griindet sich natiirlich nur auf die Steigerung der Reduktions- 
fihigkeit der Nebenniere. Da jedoch bei den vorgeschriebenen 
Bedingungen weder die in der Nebenniere befindlichen iibrigen 
Reduktionsstofie (Glutathion usw.), noch aber das verabfolgte Ketol 
das Dichlorphenol—Indophenol reduzieren, miissen wir unsere 
obige Folgerung fir berechtigt halten. Auf biologischem Wege 
kann selbstverstiindlich eine so geringfiigige Vermehrung der 
Ascorbinsiiure nicht nachgewiesen werden. 

Auffallend ist, daf& sich infolge der Ketolverabfolgung in den 
meisten Fillen die Nebennieren der Ratten im Verhiiltnis zum 
Koérpergewicht vergréBert zeigten. Dagegen blieb bei Verabreichung 
von Ascorbinsiiure das Gewicht der Nebennieren normal. Meiner 
Ansicht nach kénnte man aus diesen beiden Beobachtungen darauf 
schlieBen, dab sich das Ketol in der Nebenniere in Ascorbin- 
siure umwandelt und die Hypertrophie der Nebenniere die 
Folge dieser synthetischen Tiatigkeit ist, welcher der Organismus 
zur Aufspeicherung der fertigen Ascorbinsiiure nicht bedarf. 


Zusammenfassung. 

Die Reduktionsfihigkeit (Ascorbinsiuregehalt) der Nebenniere 
der Ratten steigert sich infolge von Verabreichung des Henze- 
schen Ketol in demselben Mae, wie auf Verabreichung von 
Ascorbinsiiure. Da der Organismus der Ratte zur Synthese des 
C-Vitamins fihig ist, spricht diese Erscheinung dafiir, daB im 
synthetischen ProzeB das Ketol als Zwischenprodukt angesehen 
werden kann. 
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Uber das Amanitatoxin. 


Von 
Jany Renz. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. November 1934.) 


Nach den bisherigen Kenntnissen enthilt der griine Knollenblitterpilz 
(Amanita phalloides Fr.) sowohl ein thermolabiles Himolysin (Koberts 
Phallin), wie ein thermostabiles Toxin’). Unter den friitheren Autoren 
hatten sich besonders W. W. Ford’) und seine Mitarbeiter mit Versuchen 
zur Anreicherung des Pilzgiftes beschiftigt. Die letzten, von H. A. Raab’) 
stammenden Untersuchungen iiber das Amanitatoxin hatten in der Haupt- 
sache ebenfalls die Reindarstellung dieses Giftstoffs zum Ziel. Die ver- 
schiedenen, von ihm ausgearbeiteten Verfahren erméglichten eine starke 
Anreicherung des Toxins aus dem von ihm benutzten Ausgangsmaterial, 
das aus getrockneten Pilzen bestand, unter denen sich zweifellos auch 
noch andere Arten befanden *). 

Es wurden in Weiterfiihrung der Raabschen Versuche neue 
Aufarbeitungswege ermittelt und auBerdem aus den hierdurch er- 
haltenen angereicherten Priiparaten mehrere, leider nicht krystalli- 


sierbare Derivate dargestellt. 


1) Betreffs der Untersuchungen friiherer Autoren iiber den Giftstoff 
von Amanitaarten (Amanitin von Letellier, Bulbosin von E. Boudier, 
Phalloidin von Oré) vgl. Raab’) u. R. Dujarrie de la Riviére, Le poison 
des Amanites mortelles, Paris 1933, S. 29ff. Dieser neuesten Zusammen- 
fassung tiber das gesamte botanische, chemische, physiologische und medi- 
zinische Material der giftigen Amaniten ist ein sehr ausfiihrliches Literatur- 
verzeichnis bis zum Jahre 1932 beigefiigt, das etwa 600 Nummern umfabBt. 

?) Eine Zusammenstellung der Forschungen von Ford und Mit- 
arbeitern in Poisonous Mushrooms in F. Petersen, W.S. Haines u. 
R. B. Webster, Legal Medicine and Toxicology, S. 817—856 (1923). 

8) Diese Z. 207, 157 (1932). 

‘) Uber die Giftigkeit der verschiedenen Amanitaarten vgl. H. A. Raab 
u. J. Renz, Diese Z. 216, 224 (1933). In Amerika kommt nach G. F. Atkinson 
[Studies of American Fungi, edible, poisonous ete., New York (1900/01)] 
A. verna vor; A. phalloides fehlt oder ist nur sehr selten. 
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Fiir die hier beschriebenen Versuche kamen nur Extrakte 
von peinlich ausgesuchtem, frischem Pilzmaterial') zur Verwendung, 
das ausschlieBlich aus A. phalloides Fr. bestand. 

Bei Wiederholung der Raabschen Quecksilberacetatversuche °) 
mit meinem neuen Material wurden ebenfalls angereicherte 
Lésungen mit guter Ausbeute (40—75°/,) erhalten. Da die Steige- 
rung der Wirksamkeit nur das 2—3fache betrug und bei wieder- 
holter Fillung die endgiiltigen Ausbeuten zu wenig ausgiebig 
waren®), habe ich zwei neue Verfahren ausgearbeitet, niimlich 
erstens eine Adsorptionsmethode, und zweitens eine geeignete 
Zerlegung der Phosphorwolframsiure-Fillung. 

Bei der Adsorptionsmethode muBte zuniichst rein schematisch 
vorgegangen werden, um die optimalen Bedingungen versuchs- 
weise festzulegen. Es ergab sich als erstes, daB die Adsorptions- 
affinitat des Toxins im Verhiltnis zu den unwirksamen Be- 
gleitstoffen gering ist und da bei einer passenden Wahl der 
Adsorptionsmittel das Toxin im Filtrat angereichert wird. Die 
gréBte Anreicherung und Ausbeute wurde dadurch erzielt, dab 
die Ausgangslisung (Wirksamkeit, Meerschweinchen-EKinheit = 
1 M.-E.= 6 mg) in 5°/,iger methylalkoholischer Liésung zuerst 
durch eine Siiule von gepulvertem Silicagel und daraufhin durch 
eine halb so grofe Saiule von Aluminiumhydroxyd langsam durch- 
gesaugt wurde. Allerdings bleibt schon in der obersten Phase 
wirksame Substanz zuriick, aber nur in geringer Menge, wie 
Elutionsversuche zeigten. Andere Adsorptionsmittel wie Calcium- 
carbonat, Metazinnsiure, Kaolin sind ungeeignet. 

Diese Adsorptionsmethode ist wertvoll zur Abtrennung von 
unwirksamen Begleitstoffen und hat den groSen Vorteil, daB sie 
keinerlei chemischen Eingriff zur Folge hat. 





4) Fiir die Beschaffung des frischen Pilzmaterials, welehes vom Huns- 
riick und aus dem Taunus stammt, sind wir der Firma C. H. Boehringer Sohn, 
Nieder-Ingelheim, groBen Dank schuldig. Besonders unterstiitzte uns Herr 
Dr. P. Weyland von der genannten Firma, wofiir ihm auch hier ge- 
dankt sei. 

*) Von den Raabschen Angaben wurde auberdem die Bleiessigf allung 
zur Entfernung von Verunreinigungen zu Beginn der Aufarbeitung iiber- 
nommen. Die Fillungen mit Bariumwismutjodid, Tannin, Reineckesiure, 
sowie die fraktionierte Atherfillung konnten mit meinen Lisungen nicht 
mehr gleichartig durchgefiihrt werden. 

*) An den abzentrifugierten HgS-Niederschligen wurde keine wirk- 
same Substanz adsorbiert, wie ein Elutionsversuch mit verdiinnter Essig- 
siure zeigte. Bei einem Fillungsversuch mit alkoholischer Sublimatlésung 
war die Ausbeute noch schlechter, da ein Teil in der Restlésung verblieb. 
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Nach dieser Arbeitsweise liBt sich die Anreicherung auf das 
6—8 fache steigern. Mit etwa 50°/, Ausbeute gelangt man zu 
Wirksamkeiten von 1 M.-E. = 0,75—2 mg. Wird die Menge des 
Adsorptionsmittels vergréBert, so kann eine Anreicherung auf 
1 M.-E. = 0,6 mg mit etwas schlechterer Ausbeute erzielt werden. 

Wie bereits erwihnt, ist die Fallung mit Phosphorwolfram- 
siure ebenfalls geeignet, nur mu ein brauchbares Mittel zu ihrer 
Zerlegung angewandt werden. 


Ford und Bronson’), die mit Hilfe der Phosphorwolframsiure- 
Fillung ihre reinsten Priparate erhielten, zerlegten die Niederschlige mit 
Baryt®). Da das Toxin gegen alkalische Reaktion iuBerst empfindlich ist, 
so erklirt sich die geringe Ausbeute von Ford ohne weiteres. Die Aus- 
beuten nach einer von A. Bertho (Raab, a. a. 0.) stammenden Spaltung 
des Phosphorwolframsiure-Niederschlages mit Bariumacetat waren nicht 
giinstig (auch hier betrug der Verlust an Toxin immer noch 90°/,). Die 
Zerlegung der Niederschlige mit Schwefelsiiure und Amylalkohol—Ather 
nach Jacobs’) brachte als maximale Ausbeute 20°/,. Alle diese Methoden 
wurden mit den frischen Lésungen nachgepriift; aber auch damit gelangt 
man zu keinen besseren Resultaten ‘). 





Kine jetzt vorgenommene Zerlegung des Phosphorwolfram- 
siure-Niederschlages mit basischem Bleicarbonat (BleiweiB) nach 
Hofmeister) brachte unter Einhaltung gewisser Versuchs- 
bedingungen ein gutes Ergebnis. Wenn man den Niederschlag 
mit einem kleinen UberschuB BleiweiB in sehr viel Wasser 12 bis 
24 Stunden schiittelt (die Lésung reagiert dabei immer neutral), 
wird er fast vollstindig zersetzt und man gelangt in gut repro- 
duzierbarer Weise zu einer Anreicherung auf das 6—9 fache. 


Die quantitative Verfolgung des Zerlegungsprozesses gestattet 
eine noch etwas giinstigere Auswertung. Die am leichtesten zer- 
legbaren Anteile des Niederschlages sind auch die wirksamsten; 
es ist also zweckmiBig die Menge des Wassers so zu wihlen, 
da8 die Fallung nicht auf das erstemal vollstiindig zersetzt wird. 


1) J. of Pharmacol. 4, 241 (1918). 

*) H. A. Raab, a.a.O., 8.165. Raab verwirft die Phosphorwolfram- 
siure-Fiallung als ungeeignet und berechnet fiir die Fordschen Versuche 
einen Verlust von etwa 99°/, an wirksamer Substanz. 

5) J. of biol. Chem. 12, 429 (1912). 

4) Eine Fallung mit Kieselwolframsiiure [Bertrand, C. r. Acad. Sci. 
128, 742 (1899)] und mit Phosphormolybdinsiiure [Milius, Ber. chem. Ges. 
36, 775 (1899)] mit nachfolgender Zerlegung der Niederschliige durch 
Bariumacetat ergab die gleichen Resultate wie die Phosphorwolframsiiure- 
Fillung. 

5) Diese Z. 2, 311 (1878/79). 
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Die Erkennung des Eintritts der Gleichgewichte ist eine Er- 
fahrungssache, da wir tiber die Natur der Fillung, die unter ge- 
wissen Bedingungen ausbleibt — wie spiiter noch gezeigt werden 
wird —, nicht unterrichtet sind. Diese fraktionierte Zer- 
legungsmethode ergibt wirksame Priparate (1 M.-E. = 0,7 mg 
mit einer Ausbeute von durchschnittlich 60—80 °/). 

Da nach der Zerlegung auch anorganische Bestandteile in 
Lésung gegangen sind, miissen die konzentrierten wiBrigen 
Lésungen dialysiert werden. 

Zur Phosphorwolframsiure-Fallung eignet sich die Ausgangs- 
lésung von der Wirksamkeit 1 M.-E.=6mg und die Loésung 
nach der Adsorption, die eine Wirksamkeit von 1 M.-E. = 1—2 mg 
besitzt. Bei 2maliger Fillung — ohne Adsorption — erhilt 
man sehr wirksame Fraktionen (1 M.-EK. = 0,5 mg). Bei der 
Kombination mit der Adsorptionsmethode — die allerdings in 
groBem MaSstabe langwierig auszufiihren ist — gelangt man zu 
einer Wirksamkeit von 1 M.-E.=0,4 mg und zwar mit einer 
Gesamtausbeute von etwa 30°/.. 

Die gereinigten Extrakte stellen im trockenen Zustand ein 
sehr hygroskopisches, gelbbraunes Pulver dar. Es lost sich auBerst 
leicht in Wasser, ebenso in Methylalkohol, schwer in absolutem 
Athylalkohol. Auch Butylalkohol lést das Toxin; man kann sogar 
wibrige Lésungen im Vakuumfliissigkeitsextraktor extrahieren und 
anreichern?); Amylalkohol lést nur ganz wenig. Die Léslichkeit 
in Pyridin’) ist gering; vollkommen unlislich bleibt der Giftstoff 
in Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Ather, Benzol, Petroliither, 
Aceton*) und Essigither. 

Die reinsten Lésungen, die frei von Elektrolyten sind (z. B. 
eine Lésung nach der Adsorption durch gréfere Siulen und 





) Der Butylalkoholextrakt einer wiBrigen Liésung von der Wirk- 
samkeit 1 M.-E. = 3 mg, welche im Vakuum bei 40° extrahiert wurde, zeigte 
eine Wirksamkeit von 1 M.-E. = 1 mg mit einer Ausbeute von 55 °/,. 

2) Durch wiBriges oder absolutes Pyridin wird die Wirksamkeit nicht 
herabgesetzt. 

*) Raab (a. a. O., S. 179) stellt eine Verminderung der Giftigkeit 
durch Aceton fest. Diese Versuche wurden noch einmal mit reinstem 
Aceton (iiber Pottasche destilliert, mit KMnO, am RiickfluB gekocht und 
iiber KMnO, abdestilliert) nachgepriift. Wird zu einer Methanollésung von 
der Wirksamkeit 1 M.-E. = 1 mg so viel frisch gereinigtes Aceton hinzu- 
gefiigt, daB gerade ein Niederschlag auszufallen beginnt, so ist beim Stehen 
bei Zimmertemperatur nach 12, 36, 60 und 108 Stunden noch gar keine 
Verminderung der Wirksamkeit festzustellen. 
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nachheriger Dialyse mit einer Wirksamkeit von 1 M.-E. = 0,6 mg), 
geben mit Phosphorwolframsiure oder mit Quecksilberacetat keine 
Fallungen mehr, dagegen noch mit Barium-(oder Kalium-)wismut- 
jodid. Mit Quecksilberacetat ist nur eine gelbe Farbvertiefung 
zu beobachten. Gibt man zu den Lésungen eine Spur Kalium- 
chlorid, so tritt in beiden Fallen sofort eine Fillung ein (Kalium- 
phosphorwolframat ist an und fiir sich schon schwer léslich) und 
das Toxin wird mit ausgefillt. Es scheint, dai das Toxin von 
diesen Fillungsmitteln nur gefillt wird, wenn es gleichzeitig mit 
Kaliumchlorid (oder NaCl, NH,Cl) oder Kaliumion in einen Komplex 
eingebaut werden kann. Beim Aufarbeiten der Fiillungen, be- 
sonders der Quecksilberacetatfallung, wurde stets beobachtet, dab 
die Lésungen nach der Zerlegung des Niederschlages reichlich 
Kaliumsalze enthielten. 

Wie schon lange bekannt, tritt bei Ausfiihrung der Alkali- 
schmelze eine rote Fichtenspanreaktion auf?), und zwar bei allen 
Praiparaten mit Einschlu8 siimtlicher Acylerungsprodukte. 

Die Paulische Diazoreaktion verliuft positiv. Versetzt man 
eine waBrige Lésung mit einer sodaalkalischen Lésung von 
Diazobenzolsulfosiiure, so entsteht eine intensiv rote Farbung’*). 
Schiittelt man die mit einer kleinen Menge frisch bereiteter Soda- 
lésung versetzte Toxinlésung mit einem Tropfen Benzoylchlorid, 
so tritt auf Zusatz der Diazolésung keine Rotfiirbung ein. Da 
auch die wirksamen Acetylverbindungen (in wiBriger Lésung) diese 
Farbreaktion erst nach deren Spaltung zeigen, so kann die 
Farbbildung wohl mit dem Toxin in Zusammenhang gebracht 
werden. 

Ninhydrin gibt keine Farbreaktion; ebensowenig Schwefel- 
siure %). Permanganat entfirbt sich schon in der Kilte; 
Fehlingsche Lésung wird nicht reduziert. 

Bei der katalytischen Hydrierung mit Platinoxyd nach Adams 
in methylalkoholischer Lisung wird kein Wasserstoff aufgenommen. 


1) W. W. Ford u. Schlesinger, J. of biol. Chem. 3, 279 (1907). 
2) Der Farbstoff lift sich mit Ather, Chloroform oder Butylalkohol 
nicht ausschiitteln. 

3) M. Barlot. Sur la détermination d’Amanites vénéneuses 4 l'aide 
de réactions colorées. C. r. Acad. Sci. 15. Marz 1920, S. 679—680. Barlot 
zeigt, daB sich die verschiedenen Amanitaarten durch Farbreaktionen unter- 
scheiden und danach auch artlich bestimmt werden kénnen. A. phalloides 
soll beim Beriihren mit Schwefelsiiure eine violette Firbung geben. Der 
Autor denkt, daB dies ursichlich mit dem Gift zusammenhinge, was jedoch 
nach obigen Versuchen nicht der Fall ist. 








950 Jany Renz, 


In itherischer Suspension oder in methylalkoholischer Lisung 
tritt keine Reaktion mit einer atherischen Diazomethanlésung ein. 

Wie schon eingangs betont, konnten mit den Lésungen des 
besprochenen Reinheitsgrades verschiedene funktionelle Deri- 
vate des Amanitatoxins isoliert werden. Als solche sind haupt- 
sichlich die Acylierungsprodukte hervorzuheben, die in absolutem 
Pyridin dargestellt werden kénnen. Es wurden Acetat, Benzoat, 
o-Chlorbenzoat, m-Nitrobenzoat und Anisoat gewonnen. Dagegen 
wurden mit Phosgen, Chlorameisensiureiithyl- und benzylester’) 
keine Reaktionsprodukte erhalten, wohl aber mit Phenylisocyanat 
in Pyridin. Diese Einwirkungsprodukte stellen amorphe Pulver 
dar, die, mit Ausnahme der Acetate, in Wasser unldslich sind. 
Am eingehendsten wurden die Acetylverbindungen untersucht, da 
sich diese am reinsten darstellen heBen und zwar mit Hilfe von 
Essigsiureanhydrid und Pyridin. Bei dieser Reaktion, die unter 
Selbsterwiirmung vor sich geht, treten keinerlei feste Neben- 
produkte auf, was die Reinigung sehr erleichtert. 

Die Benzoate lassen sich nur schwer verseifen; die alkalische 
Verseifung gelingt leichter; die saure nur mit konzentrierten 
Siuren bei héherer Temperatur. Die Anisoylprodukte werden 
durch alkalische Verseifung leicht gespalten. Rasches Arbeiten 
bei tiefer Temperatur mit Natriumiithylat und athylalkoholischem 
Kali erméglicht die Regeneration des Toxins mit einer Wirksam- 
keit von 1 M.-E. = 0,5—0,75 mg. Auch die Acetate sind noch 
gegen verdiinnte Saéuren resistent; konzentrierte Siuren spalten 
leicht, die erbaltenen Produkte verlieren jedoch ihre Wirksamkeit. 

Die groBe Léslichkeit der acylierten Produkte in Chloroform 
und ihre Unléslichkeit in Wasser (mit Ausnahme der Acetate), 
sowie verschiedene Kigenschaften lassen folgende Schliisse iiber 
ihre chemische Natur ziehen: 

1, Es werden unter anderem O-Acylgruppen vorliegen, da 
alle Derivate der Hydroxylgruppen chloroformléslich sind; die 
verseiften Produkte aber nicht mehr. 

2. Die Hydroxyle besitzen aliphatischen Charakter. Sie lassen 
sich nicht mit Diazomethan verithern, was gegen phenolisches und 
enolisches Hydroxyl spricht; auch geben sie keine Farbreaktion mit 
Ferrichlorid, welche Enole nur mit seltenen Ausnahmen zeigen’). 


1) M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. chem. Ges. 65, 1194 (1932). 

2) Uber das Ausbleiben der Eisenchloridreaktion, vgl. H. P. Kauf- 
mann, Liebigs Ann. 429, 247 (1922); H. P. Kaufmann u. G, Wolf, Ber. 
chem. Ges, 56, 2521 (1923). 
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Uber die Verteilung des Stickstoffs gewihrt die Alkalischmelze 
Anhaltspunkte. Bei dem nur priiparativ durchgefiihrten Versuch 
liBt sich 2,57°/, des Stickstoffs als Dimethylamin und 4,15°/, 
als Ammoniak abspalten. Der als Dimethylamin abspaltbare Stick- 
stoff ist tertiiir und nicht mehr acylierbar, der als Ammoniak 
nachweisbare kann sekundir oder primir sein und ist acylierbar. 

Man kann also annehmen, daB das acetylierte Produkt ein 
O-Acyl-N-Derivat darstellt. 

Die Verbindungen sind alle schwefelfrei’). 

Das weibe (in Lésung gelbliche), trockene Acetylierungs- 
produkt ergibt folgende einigermaBen konstante Analysenwerte. 

C 51,45 H602 N 10,77  CH,CO 16, 


Da die Verbindung unter Umstiinden nicht einheitlicher Natur 
ist, sehe ich davon ab, eine Formel aufzustellen. 


99 


nd hed 


Schema der Anreicherungsverfahren. 


Frische Pilze (Amanita phalloides Fr.) 


| PilzpreBsaft + Methanolextrakt. 
Zweimaliges Aufnehmen in 
absolutem Methanol. 


| 
| 
Y 





Lésung A 1 M.E. = 6 mg 
{ 
| 
1. Phosphorwolframsiure- [| —_ 
Fallung. | Adsorption an Silicagel und 
Fraktionierte Zerlegung |, .., _ Aluminiumhydroxyd. 
mit Bleiwei8. | 45—75 */ 40—80 %, | 
Dialvs | Ausbeute. Ausbeute. | Dialyse. 
ys e. 1 | 
Y Y 


Lésung B 
1 M.-E. = 0,7—1 n 


| 2. Phosphorwolframsiiure- 
Fallung. 
Fraktionierte Zerlegung 
mit Bleiweif. 


35—50 %/, 





¥ 


Lésung BI 
1 M.-E. = 0,5 mg 


Ausbeute. 


Losung C 

ig 1 M.-E. = 0,75—2 mg 

| Phosphorwolframsaure- 

Fallung. 

| Fraktionierte Zerlegung 

| mit Bleiwei8. 

| Dialyse. 

| Ausbeute. 

Y 
Lésung C I 
1 M.E. S 0,4 mg. 


Dialyse. 


Die funktionellen Derivate sind noch wirksam, aber ihre Wirk- 
samkeit ist verschieden. Gemeinsam ist ihnen allen ein niedrigerer 


1) Nach Ford u. Bronso 


n, J. of Pharmacol. 4, 241 (19138) soll das 


Toxin gebundenen Schwefel enthalten. 
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Wirkungswert als der der besten freien Lisungen. Diese Differen- 
zierung ist vielleicht auf eine mehr oder minder leichte Regene- 
ration des Toxins aus den Derivaten zuriickzufiihren. Die wasser- 
unléslichen Benzoate und Anisoate zeigen eine Wirksamkeit von 
etwa 1 M.-E.=5 mg; die wasserléslichen Acetate eine solche 
von 1 M.-E. = 2—3 mg. Nach vorsichtiger Verseifung der Produkte 
steigt die Wirksamkeit auf 1 M.-E. = 0,5—1mg. Diese Unterschiede 
scheinen darauf hinzuweisen, dai zur Wirksamkeit die freien 
Hydroxyl- und Aminogruppen, die noch ersetzbaren Wasserstof! 
besitzen, erforderlich sind. 


Herrn Geheimrat Wieland spreche ich fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit und ihre Férderung meinen besten Dank aus. 


Experimenteller Teil. 


I. Herstellung des Ausgangsextraktes. (Lisung A des Schemas). 
50 kg frische und sortierte Pilze werden in einer Fruchtpresse scharf ab- 
gepreBt; der PreBsaft wird mit Toluol iibergossen’). Die festen Pilzriick- 
stinde werden kriiftig mit 50°/, Methanol durchgearbeitet und nach dem 
Stehen iiber Nacht wieder abgepreBt. Die vereinigten PreBsifte werden im 
Vakuum bei 40° zur Trockene gebracht. Der schmierige, dunkelbraune, 
stark riechende Riickstand wird in absolutem Methanol aufgenommen, vom 
unléslichen Rest abfiltriert (viel KCl)?) und erneut im Vakuum eingeengt. 
Das Aufnehmen in absolutem Methanol wird wiederholt. Von einer Fillung 
mit Bleiessig*) wurde abgesehen, da aus solchen Liésungen nur mehr ein 
kleiner Rest ausfiel; mit neutralem Bleiacetat ist die Fiillung noch geringer. 
Die braune, sehr hygroskopische Schmiere kann, in Methanol gelést, im 
Eisschrank aufbewahrt werden, ohne an Wirksamkeit zu verlieren. Etwa 
600 g Substanz von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 6 mg. 

Die Bestimmung des Trockengehaltes einer Lisung wurde 
immer in gleicher Weise durchgefihrt: 0,2—1 ccm der zu untersuchenden 
Lésung wurde in einem mit Watte gefiillten, mit Glasstopfen verschlieBbaren 
Wigeréhrchen, welches bei 100° im Vakuum zur Konstanz getrocknet wurde, 
abgemessen und wieder bei 100° im Vakuum in einer Trockenpistole iiber 
konzentrierter H,SO, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 





’) Der Pilzsaft ist ein ausgezeichneter Nihrboden fiir Bakterien, vgl. 
R. Dujarric de la Riviére, Le Poison des Amanites mortelles, 1933, S. 27. 

*) E. Bourquelot, Bull. Soc. Mycol. France 10, 88 (1894). Aus 1 kg 
frischen A. phalloides Fr. konnten 5 g reines Kaliumchlorid isoliert werden. 

*) Wird die Bleiessigfillung mit so viel Fiillungsmittel sehr vorsichtig 
durchgefiihrt, da8 die anfangs schwach saure Lisung nie alkalisch wird, 
so verbleibt das Toxin quantitativ in der Restlisung. Kann also aus dem 
vorbehandelten Extrakt mit Bleiessig noch viel ausgefillt werden, so ist 
diese Reinigungsmethode mit den nétigen Vorsichtsmafregeln hier einzu- 
schalten. Vgl. Raab, a. a. O. S. 171. 
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II. Adsorptionsmethode. Die Adsorption wurde in nebenstehender 
Anordnung durchgefiihrt: Die beiden obersten Siiulen sind mit grobsandig 
gepulvertem Silicagel (Marke E-engporig der Erzrdst- 
gesellschaft Kéln) gefiillt, die unterste mit Aluminium- 
hydroxyd [gewachsene Tonerde]’). 

Es werden durch eine solche Siiulenanordnung 
jeweils 5 g der Ausgangslésung A in 100 ccm Methanol 
schwach durchgesaugt. Die obersten Zonen farben sich ae 
dunkelbraun, die Farbung wird nach unten immer lichter. BS 
Die gesammelten hellgelben Filtrate, ausgehend von 30 g > 
der Lésung A, werden im Vakuum bei 35° zur ‘T'rockne 
eingeengt und in wenig Wasser aufgenommen. Da an- 
organische Substanzen durchlaufen, wird in einem 
Schnelldialysator durch eine rotierende Pergamentmem- 
bran, kleinere Mengen in einem Raabschen Vakuum- 
dialysator’) dialysiert (5—8 Stunden; das ‘Toxin dialysiert 
nur sehr langsam, so dab sich ohne Verlust arbeiten 
laBt). Die wiiBrige Lésung, die infolge ihres Gehaltes 
an fettigen Substanzen etwas getriibt ist, wird durch 
Ausschiitteln mit peroxydfreiem Ather yon diesen be- 
freit; danach wird die Lésung noch bis zur giinzlichen ~ 
Klirung zentrifugiert. Es wird eingeengt und die hygro- = = 
skopische Schmiere in absolutem Methanol aufgenommen. >= 
2,53 g von der Wirksamkeit 1 M.-E = 1mg. Ausbeute ™ 
(an M.-E.) = 50°). : 

Die Siiulen werden nach beendeter Adsorption mit J) 

—— 


SY Oo 





wiBrigem Methanol nachgewaschen. Diese Waschwiisser, 
die eine Wirksamkeit von 1 M.-E. = etwa 10 mg be- 
sitzen, werden erneut konzentriert und aufgearbeitet. Die 
Wirksamkeit kann durch Verwendung griéBerer Siulen gesteigert werden, 
gleichzeitig werden aber die Verluste auch gréBer. 

In einem Falle wurde bei folgender Versuchsanordnung eine Steige- 
rung der Wirksamkeit auf 1 M.-E. < 0,6 mg mit einer Ausbeute von 80 wi 
erzielt. 

5g°Substanz A (1 M.-E. = 6mg) in 100cem Methanol werden zuerst durch 
eine Siiule (35 X 1,3 em) von grobsandigem Silicagel wiihrend 7 Stunden 
durchgesaugt. Man erhiilt 80 ccm hellgelbes Filtrat. Dieses wird durch eine 
Réhre (18 x 1,3 cm) mit Aluminiumhydroxyd schwach durchgesaugt; die 
noch ganz wenig gefairbte Lésung (etwa 70 cem) wird im Vakuum eingeengt 
und mehrmals in Methylalkohol aufgenommen. 396 mg 1 M.-E. < 0,6 mg, 
also 670 M.-h. 

1) Das Aluminiumhydroxyd wurde wie folgt dargestellt: Aluminium- 
gries wird in einer Porzellanschale mit wenig Wasser versetzt. Nach Zu- 
gabe einiger Kubikzentimeter einer frisch bereiteten Lésung von Queck- 
silberacetat setzt alsbald die Reaktion unter starker Erwiirmung ein. Man 
spritzt ganz allmihlich wenig Wasser nach, bis die Reaktion zu Ende ist. 
Das Aluminiumhydroxyd resultiert als sehr lockeres, hellgraues Pulver. 

?) Von Greiner u. Friedrichs, Stiitzerbach in Thiiringen. 
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III. Fallungsversuche'). — a) Zerlegung des Phosphor. 
wolframsiure-Niederschlages mit BleiweiB nach Hof- 
meister’). (Unter Mitarbeit von Herrn J. Kimmig). Nachdem eine Aus- 
gangslésung A nach der Adsorptionsmethode vorgereinigt war, wurde 1,4 ¢ 
(nach dem Schema C) von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 2 mg (1170 M.-E.) zur 
weiteren Fiillung verwandt. Die wiBrige Lisung (30 cem) wird mit etwas 
verdiinnter H,SO, versetzt (schwach kongosauer) und mit 6 cem 40°/, iger 
Phosphorwolframsiure ausgefillt und abzentrifugiert. Der Niederschlag 
wird mit etwas Wasser angerieben und mit 10 g BleiweiB vermengt, 330 ecm 
Wasser hinzugefiigt und 24 Stunden kriiftig geschiittelt. Jetzt wird ab- 
zentrifugiert und im Vakuum eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen, 
4 Stunden in einer Pergamenthiilse im Raabschen Vakuumdialysator dialy- 
siert, nach erneutem Abzentrifugieren im Vakuum eingedampft und in ab- 
solutem Methanol aufgenommen. Die Liésung enthiilt noch 247 mg Substanz 
von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,4 mg. Wirksamkeitsausbeute = 77°/,. 

b) Fraktionierte Zerlegung des Phosphorwolframsiure- 
Niederschlages mit BleiweiB. 55 g der Ausgangsliésung A (9150 M.-E.) 
werden im Vakuum eingedampft, in W: asser gelést und bis zur schwach 
kongosauren Reaktion mit verdiinnter H,SO, versetzt (dabei fillt ein un- 
wirksamer Rest aus, von dem abfiltriert wird). Das Toxin wird mit einer 
40°/, igen wiBrigen Lésung von 100 g Phosphorwolframsiure ausgefiillt. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert, in 5 Liter Wasser aufgeschwemmt 
und mit 100 g Bleiwei8 kriftig geschiittelt. Es wird abzentrifugiert und die 
schwach gelb gefirbte Lésung im Vakuum zur Trockne eingeengt, dialysiert 
und in Methanol aufgenommen. Man erhilt 4,54 g Substanz von der Wirk- 
samkeit 1 M.-E. = 0,7 mg als erste Zerlegungsfraktion. Die abzentrifugierte 
Phosphorwolframat-Bleiweibfillung wird noch 2 mal mit je 5 Liter Wasser 
geschiittelt und wie oben verarbeitet. Das Ergebnis der fraktionierten 
Niederschlagszerlegung ist in folgende Tabelle zusammengefaBt. 























g-Sub- °/, Wirk- 

M.-E. Wirksamkeit samkeits- 
stanz ausbeute 

Ausgangslésung..... 50,0 9150 1 M.-E. = 6 mg 

1. Zerlegungsfraktion. . 4,54 6500 1 M.-E. = 0,7 mg 71 

2. Zerlegungsfraktion. . | 1,46 730 1 M.-E. = 2 mg 8 

3. Zerlegungsfraktion. . | 0,17 85 1 M.-E. = 2 mg 0,9 

Restlésung ........ 21,3 Jetwa 700 1 M.-E. > 30 mg Jetwa 7,6 


Wiederholt man die Phosphorwolframsiiure-Fiillung noch einmal in der 
gleichen Art, so gelangt man mit 35—50°/, iger Ausbeute zu Priiparaten 
von der Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,5 mg. 

IV. Funktionelle Derivate. a) Acylierung mit Benzoylchlorid. 
Als Ausgangssubstanz diente ein Priparat, das nach dem Durchlaufen der 


1) Fillungen mit Ather, Aceton und Essigester bewirkten keine An- 
reicherung. Die Wirksamkeit verteilte sich unkontrollierbar zwischen Fiillung 
und Restlésung. 

7) Diese Z. 2, 311 (1878/79). 
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Adsorptionsréhren und einer Fiillung mit Phosphorwolframsiiure eine Wirk- 
samkeit von 1 M.-E. = 0,4 mg hatte (nach dem Schema C J). 

220 mg scharf getrocknete Substanz werden in einem starkwandigen 
Glas, das mit einem Gummistopfen und Calciumchloridrohr versehen ist, 
mit 6 cem absolutem Pyridin') versetzt (es lést sich darin nur wenig, so 
daB ein Teil suspendiert bleibt, der aber beim Zufiigen des Acylierungs- 
mittels allmihlich in Lésung geht) und darauf einige Tropfen reines 
Benzoylchlorid hinzugefiigt. Die Lésung fiirbt sich unter Erwirmung und 
Ausscheidung von etwas salzsaurem Pyridin dunkelbraun. Nach 3 Stunden 
wird so lange peroxydfreier, absoluter Ather zugefiigt, bis nichts mehr 
ausfiillt. Die an der Luft sofort schmierig werdende Fiillung wird wieder- 
holt mit absolutem Ather durehgerieben, die dariiberstehende Lésung ab- 
gegossen, bis darin keine Benzoesiiure mehr nachweisbar ist. Die Substanz 
wird, solange sie noch hygroskopisch ist, zur Abtrennung von salzsaurem 
Pyridin mit Wasser durchgerieben. Dann wird erneut ein paarmal mit 
absolutem Ather durchgerieben, bis dieser gar keinen Riickstand mehr 
hinterlibt. Das trockene, pulvrige Produkt wird in wenig reinem Chloro- 
form gelést (Lésung intensiv braungelb gefiirbt) und mit iiberschiissigem 
Ather wieder ausgefiillt. Der flockige Niederschlag wird abfiltriert. Die 
Restlisung ist schwach gelblich gefirbt. Es wird nun im ganzen so oft 
(5 mal) in Chloroform gelést und mit Ather wieder ausgefiillt, bis die Rest- 
lésung nicht mehr gefiirbt ist und keinen Riickstand hinterliBt. Zuletzt 
wird noch einige Male zur Entfernung des Chloroforms mit Ather 
nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet. Auf diese Weise erhiilt 
man 40 mg des Benzoylderivates als trockenes, ganz hellgelb gefiirbtes 
Pulver. Wirksamkeit 1 M.-E. = 5 mg’). 

Die Elementaranalyse ergibt folgende Werte (getrocknet bei 40° im 
Vakuum iiber P,O,): 


4,322 mg Subst.: 9,71 mg CO,, 2,28mg H,O. — 3,933 mg Subst.: 
0,366 cem N, (22°, 707mm). — 4,4mg Subst. in 68,2 mg Campher, 4 = 3,4°. 


Gef. C 61,27 H5,9 N 1002 M 760. 


Ein gleicherweise dargestelltes Benzoylprodukt aus einem Priiparat, 
das 2mal hintereinander mit Phosphorwolframsiiure gefillt wurde (nach 
dem Schema B J), von einer Wirksamkeit 1 M.-E. = 0,5 mg ergab folgende 
Analysenwerte: 


4,003 mg Subst.: 8,905 mg CO,, 2,08 mg H,O. — 3,618 mg Subst.: 
0,306 cem N, (20°, 717mm). — 4,4 mg Subst. in 60,0 mg Campher, 4= 3,6°. 


Gef. C 60,58 H5,79 N9,30  M 815. 


Die Werte der Rastschen Molekulargewichtsbestimmungen sind nicht 
ganz sicher, weil die dunkelgefiirbten Schmelzen das scharfe Eintreten der 
Krystallisation schwer erkennen lassen. Eine Molekulargewichtsbestimmung 


1) Reinigung und Trocknung von Pyridin vgl. Ber. chem. Ges. 45, 
2224 (1910); 59, 448 (1926). 

*) Es wurde in methylalkoholischer Lésung injiziert. Kontrollversuche 
bestiitigten, daB Methylalkohol in der angewandten Menge (etwa 0,2 ccm) 
den Tieren nicht schadet. 
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nach der Gefrierpunktsmethode in Bromoform lie8 sich nicht durchfiihren, 
da keine Schmelzpunktsdepression eintrat. 

Das Produkt ist leicht léslich in Chloroform, Bromoform, Methyl- und 
Athylalkohol, Aceton und Essigiither; unldslich in Wasser, Ather, Petrol- 
iither, verdiinnten Siuren. 


b) Acylierung mit Anisoylchlorid. Es wurden dazu 705 mg 
eines Produktes, das nach der Adsorptionsmethode gereinigt war und eine 
Wirksamkeit von 1 M.-E.=0,75mg hatte, benutzt. Die Anisoylierung wurde 
in gleicher Art durchgefiihrt wie die oben beschriebene Benzoylierung. 
Man erhilt 120 mg schwach gelblich gefiirbtes, staubfeines Pulver. Die 
Léslichkeitsverhiltnisse sind dieselben. Schmelzpunkt etwa 175°. Eine 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab den Wert 745. Die Wirk- 
samkeit betriigt 1 M.-E- = 5 mg. 

Verseifung mit Natriumithylat. 20mg Anisoylprodukt werden 
unter Eickthlung mit 2 ccm Natriumithylatlésung (entsprechend 50 mg Na) 
ein paar | Minuten geschiittelt. Sobald sich ein Tropfen nicht mehr mit 
Wasser triibt, wird sofort mit verdiinntem H,SO, schwach angesiiuert. 
Die Lésung wird mit Ather ausgeschiittelt und so 5,6mg = 28°/, Anissiure 
isoliert. Die von der Anissiiure befreite Lésung wird mit Bicarbonat genau 
neutralisiert und mit der 3fachen Menge yon absolutem Athylalkohol ver- 
setzt, wobei die Hauptmasse des Natriumsulfats ausfillt, von der abfiltriert 
wud. Die gelbliche Lésung wird eingedampft, mehrmals in absolutem 
Alkohol aufgenommen und wieder eingeengt. 14,8 mg einer hellgelben 
Schmiere, die eine Wirksamkeit von 1 M.-E. = 0,5 mg hatte. 

Verseifung mit &thylalkoholischem Kali. 20 mg Anisoyl- 
produkt werden unter Eiskiihiung in i eem absolutem Athylalkohol gelést. 
Dazu wird 1 cem dthylalkoholisches Kali (= 56 mg KOH) gegeben. Nach 
ein paar Minuten wird mit Schwefelsiiure angesiiuert und die Liésung wie 
oben bearbeitet. 14 mg einer hellgelben Schmiere, die eine Wirksamkeit von 
1 M.-E. = 0,75 mg hatte. 


c) Acylierung mit Essigsiiureanhydrid. Zur Acetylierung wurde 
ein durch Phosphorwolframsiure-Fillung gereinigtes Priiparat von der 
Wirksamkeit 1 M.-E. = 2,5 mg verwandt. 

5 g werden in einem Kolben mit 50 cem absolutem Pyridin iiber- 
gossen und allmiihlich mit 25 eem Essigsiiureanhydrid versetzt. Unter Er- 
wiarmung geht die Masse gréBtenteils in Lésung. Nach 3 Stunden wird 
von einem ungeldst gebliebenen Rest abfiltriert und die Lésung in absoluten 
Ather gegossen. Die flockige Fiallung wird abfiltriert und durch wieder- 
holtes Dekantieren mit Ather nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet }). 
Dieses Produkt, das bei Luftzutritt wieder verschmiert, wird “solange mit 
reinem Chloroform (etwa 100 cem) durchgerieben, bis sich darin nichts 
mehr lést. Die filtrierte dunkelbraune Chloroformlisung wird mit Ather 
gefillt. Nach dem Abdekantieren wird die Fallung wiederholt mit absolutem 
Ather durechgewaschen, abfiltriert und im Exsiccator getrocknet. 1,945 g 
lufttrockenes, hellbraunes Pulver. 


1) Die Restlésung zeigt nach Entfernung des Pyridins und des iiber- 
se * _ . rT . . T: i . ™ | ~ 
schiissigen Essigsiiureanhydrids eine Wirksamkeit von 1 M.-E. > 5 mg. 
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Stickstoffbestimmung. 38,37 mg Subst.: 0,218 cem N, (19°, 727 mm). 
Gef. N 7,23. 


Das Pulver wird in wenig Wasser gelést, von einem ungelésten kleinen 
test abfiltriert und dann wieder zur Trockne gebracht. Jetzt wird erneut 
3mal in Chloroform aufgenommen und jeweils wieder mit Ather gefiillt 
und getrocknet. 


Stickstoffbestimmung. 3,895 mg Subst.: 0,370 cem N, (21°, 721 mm). 
Gef. N 10,46. 


_Es wird nochmals je 3mal in wenig Chloroform gelést und jeweils 
mit Ather ausgefiillt. 


Stickstoffbestimmung. 3,391 mg Subst.: 0,341 cem N, (20°, 716 mm). 
Gef. N 11,04. 


Das Lésen in Chloroform und Wiederausfillen mit Ather wird noch 
3mal wiederholt. WeiBes, lufttrockenes Pulver. Die Elementaranalyse ergibt 
folgende Werte (bei 45° i. V. getr.): 

5,467 mg Subst.: 10,290 mg CO,, 2,94 mg H,O. — 3,435 mg Subst.: 
0,346 ccm N, (21°, 700mm). — 6,359mg Subst.: 1,59cem NaOH (n = 0,01588). 

Gef. C5145 H6,02 N 10,77  CH,CO 16,22. 


Die Stickstoffwerte erhéhen sich bei weiterer Reinigung nicht mehr. 

Wird das so gereinigte Acylierungsprodukt 3 Stunden bei 30° mit 
2n-H,SO, behandelt, so ist nach der Neutralisation mit Baryt noch keine 
Verseifung eingetreten. 

Die Analyse ergibt: 

4,489 mg Subst.: 8,440 mg CO,, 2,53 mg H,O. — 3,298 mg Subst.: 
0,328 ecm N, (21°, 709 mm). — 5,156 mg Subst.: 1,27 cem NaOH (n = 0,01588). 


Gef. C 51,28 H6,30 N 10,77 CH,CO 16,82. 


Die Wirksamkeit des Produktes betriigt 1 M.-E. = 2—3 mg; nach 
Spaltung mit Siiure und methylalkoholischem Kali geht die Wirksamkeit 
verloren. 

Das Acetat ist leicht léslich in Chloroform, Bromoform, Methyl- und 
Athylalkohol, Aceton, Essigiither und Wasser, unléslich in Ather und Petrol- 
iither. Es sintert bei 158° und schmilzt bei 190—195° unter starker Gas- 
entwicklung. 

Molekulargewichtsbestimmungen nach der Rastschen Methode lassen 
sich in Campter oder Bornylamin nicht durchfiihren, da sich die Acetyl- 
produkte unter Dunkelfiirbung bei der Schmelztemperatur dieser Solventien 
zersetzen. 


Kalischmelze des Acetylierungsproduktes. 42 mg in 3 ccm Wasser 
gelist, werden mit 1g KOH im schwachen Stickstoffstrom 5 Stunden aut 
130° erhitzt. In den Vorlagen befindet sich n/10-HCl. Die HCl-Lésung 
wird daraufhin eingeengt. Zahlreiche Krystallnadeln. Sie werden mit heiBem 
Chloroform in zwei Fraktionen geteilt: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXX. \7 
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a) Chloroformlésliche Fraktion. 6,2 mg sehr hygroskopische 
KrystalJnadeln. Sie geben mit Kaliumwismutjodid in weinsaurer Lésung 
die fir Dimethylamin charakteristischen, etwas liinglichen sechsseitigen 
Tafeln'). Die Stickstoffbestimmung nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren ergibt: 


6,2 mg Subst.: 3,85 eem n/50-HCl. 
Fiir (CH,),NH-HCl Ber. N 17,19 Gef. N 17,4. 
In bezug auf die Ausgangssubstanz entspricht dies 2,57°/,) N. 


b) Chloroformunlésliche Fraktion. 6,5 mg vergitterte Krystall- 
nadeln. Das Platinchloriddoppelsalz bildet regelmiBige Oktaeder und Tetra- 
eder vom Aussehen des Ammoniumchlorids. Die Stickstoffbestimmung 
nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren ergibt: 


6,5 mg Subst.: 6,21 cem n/50-HCI. 
Fiir NH,Cl Ber. N 26,2 Gef. N 26,8. 
In bezug auf die Ausgangssubstanz entspricht dies 4,15°/, N. 
ce) Riickstand der Alkalischmelze. Eine Stickstoffbestimmung 
nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren ergibt: 
4,94 ecm n/50-NaOH; Gef. N 3,29 (der Ausgangssubstanz). 


Aus einer Probe des Riickstandes der Alkalischmelze liBt sich nach 
dem Ansiuern nichts ausiithern. 


) A. Bolland, Mh. Chem. 29, 965 (1908), mit Tafel. 
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Nachweis und Vorkommen des Kallikreins im Harn. 
TX. Mitteilung iiber Kallikrein. 


Von 


H. Kraut, E. K. Frey, E. Werle und F. Schultz. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster und aus der 
Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie in Diisseldorf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1934.) 


Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen iiber Kallikrein 
bildete die Feststellung, daB die intravenése Einspritzung von 
menschlichem und tierischem Harn die Pulsamplitude und den 
Blutdruck von Hunden regelmiBig und in charakteristischer Weise 
verindert?). Diese Kreislaufreaktion diente uns als Mittel zur 
Mengenbestimmung des wirksamen Stoffes. Sie gestattete seine 
Isolierung soweit zu férdern, dai eine Kinheit des Kallikreins 
(1 K.E.) in den wirksamsten Priiparaten, tiber deren Darstellung 
wir bald berichten werden, nur noch 37 Trockensubstanz enthilt. 
Das bedeutet eine Reinigung auf das 25000 fache gegeniiber dem 
Ausgangsmaterial. Auch konnten wir die Herkunft des im Harn 
ausgeschiedenen Kallikreins aus dem Pankreas nachweisen?). Im 
Blute geht der gréBte Teil des vom Pankreas gelieferten Kalli- 
kreins mit einem besonderen Stoff eine Verbindung ein, wodurch 
es unwirksam wird. Von dieser inaktiven Form des Kallikreins 
finden sich groBe Mengen im Blutkreislauf’). 

Fir die Erforschung der physiologischen Bedeutung des 
Kallikreins geniigt die Feststellung nicht, daB Kallikrein ein regel- 
miBiger Bestandteil des Harns ist, und dab menschlicher Harn 
durchschnittlich 1 K.E. in 5 ccm enthalt. Es ist vielmehr not- 
wendig, auch die Schwankungen seines Vorkommens im Harn 
zu kennen und die Faktoren aufzufinden, die dafiir bestimmend 
sind. Die Abgrenzung gegen andere Harnbestandteile von ahn- 
licher Wirkung ist hier besonders sorgfaltig vorzunehmen, da es 


') Diese Z. 157, 32 (1926). 

*) IV. Mitteilung: Diese Z. 189, 97 (1930); V. Mitteilung: Arch. f. exper. 
Path. 158, 334 (1930). 

5) II. Mitteilung: Diese Z. 175, 97 (1928); VI. u. VIII. Mitteilung: 
Diese Z. 192, 1 (1930) und 222, 73 (1933). 
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sich nicht nur um einen qualitativen Nachweis handelt, sondern 
um die quantitative Bestimmung, wieviel z. B. von der blutdruck- 
senkenden Wirkung des Harns durch Kallikrein verursacht wird. 
welcher Zahl von Kallikreineinheiten dies entspricht, und wieviel 
Kallikrein insgesamt im Tag ausgeschieden wird. 

I. Nachweis und Bestimmung. fiir die Erkennung und Aus- 
wertung der verschiedenen aus dem Kérper isolierten kreislauf- 
aktiven Substanzen von kallikreiniihnlicher Wirkung ist es vor 
ausschlaggebender Bedeutung, da8 ihre Wirkung bei verschiedenen 
Tierarten in quantitativer Beziehung so sehr verschieden ist, dab 
man die an einem bestimmten Versuchstier gewonnenen Befunde 
nicht ohne weiteres mit denen an einer anderen Tierart ver- 
gleichen kann. Zur quantitativen Bestimmung des Kallikreins 
haben wir in unserer J. Untersuchung den Hund als das weitaus 
geeignetste Versuchstier erkannt. Fiir andere kreislaufaktive 
Stoffe wie z.B. fiir Detonin, die von K.Wollheim und K. Lange!) 
im Harn aufgefundene blutdrucksenkende Substanz, sind die Katze 
und das Kaninchen viel geeigneter, da der Hund auf Detonin 
wenig anspricht. Auch ist die blutdrucksenkende Wirkung von 
Nierenextrakten nach R. Thauer’) am Kaninchen stirker als am 
Hund. Zur Unterscheidung des Kallikreins von allen anderen 
blutdrucksenkenden Substanzen dienen 3 Priifungen: die Koch- 
probe, durch die das Kallikrein zerstért wird, die Dialyse mittels 
pilanzlicher Membran, bei der das Kallikrein innerhalb der Mem- 
bran bleibt, und die Aufhebung der Kreislaufwirkung des Kalk- 
kreins durch Zusatz von Blut oder Serum. 


Die pharmakologische Auswertung des Kallikreins ist vor kurzem 
von H. Weese’) eingehend gepriift worden. Hauptsiichlich mit Hilfe der 
Kochprobe stellte er fest, daB am Kaninechen nur '/,—1/, der blutdruck- 
senkenden Wirkung des Harns auf Kallikrein zuriickzufiihren ist, und dab 
auBerdem die Ansprechbarkeit des Kaninchens bei wiederholter Einspritzung 
von Harn stark absinkt. Die Katze sprach zwar auf zahlreiche Harninjek- 
tionen gleichmibiger an, aber die Wirkung wurde durch Kochen nicht 
merklich vermindert. Die Katze reagiert niimlich stark auf die koch- 
bestindigen depressorischen Substanzen des Harns, dagegen schwach auf 
Kallikrein. Vergleicht man an der Katze die Wirksamkeit yon normalem 
menschlichem Harn mit der des gereinigten Handels-Kallikreins (Padutin 
Bayer“), so entspricht die Wirkung von 5 cem Harn derjenigen von 17 bis 
35 Einheiten des gereinigten Kallikreins, und zwar gleichmiBig bei un- 
gekochtem und bei gekochtem Harn, wiihrend am Hund z. B. 5 cem un- 
gekochter Harn einer Kallikreineinheit, und 5 cem gekochter Harn nur noch 


%) Zbl. inn. Med. 1933, S. 2. 


1) Dtsch. med. Wschr. 58, 572 (1932). 
3) Arch. f. exper. Path. 175, 36 (1938). 
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0,3 K.E. entsprachen. Der Hund reagiert also umgekehrt wie Katze und 
Kaninchen nur wenig auf die kochbestindigen depressorischen Substanzen, 
dagegen 10—30 mal stirker als die Katze auf Kallikrein. Es sind daher 
kleine Mengen von Kallikrein, die beim Hund noch deutlich wirken, an 
der Katze schon unterschwellig und am Manometer nicht mehr erkennbar. 

Wir ergiinzen diese Beobachtungen durch Versuche iiber das 
Verhalten der depressorischen Substanzen bei der Dialyse. Dia- 
lysiert man menschlichen Harn durch Cellophan (oder Pergament) 
1—2 Tage gegen dasselbe Volumen physiologischer Kochsalzliésung, 
so ist, an der Katze gemessen, die depressorische Wirkung der 
Innen- und der AuBenfliissigkeit etwa gleich groB. Bei der Dia- 
lyse von Hundeharn dagegen bleibt die Innenfliissigkeit 2—4 mal 
stirker wirksam als die AuBenfliissigkeit. Die Wirkung der 
AuBenfliissigkeit ist nach dem Kochen noch vollkommen erhalten, 
gleichgiiltig, ob man an Hund oder Katze mift. Wertet man 
aber die Innenfliissigkeit am Hund aus, so ist sie 10—20 mal 
so stark wirksam wie die AuBenflissigkeit, kocht man sie, so 
sinkt ihr Wirkungsgrad auf den der AuBSenfliissigkeit. 

Dialysiert man 24 Stunden gegen flieBendes Wasser, so ver- 
liert Hundeharn den gréBten Teil seiner Wirkung auf die Katze, 
menschlicher Harn wird fast, Pferdeharn vollstindig unwirksam. 
Die kochbestiindigen depressorischen Substanzen lassen sich also 
durch Dialyse gegen flieBendes Wasser vom Kallikrein trennen. 
So liBt sich zeigen, daB Hundeharn verhiltnismaiBig wenig koch- 
hestiindige depressorische Substanzen neben viel Kallikrein enthilt, 
der Harn von Menschen, Rindern und Schweinen etwas weniger 
Kallikrein bei héherem Gehalt an kochbestiindigen depressorischen 
Substanzen, wiihrend Pferdeharn fast nur letztere enthilt. 

Da der Hund auf die kochbestindigen Substanzen wenig anspricht, 
ist er das einzig geeignete Versuchstier fiir die Kallikreinbestimmung. 
A. Bauer’) verwandte dagegen bei seiner Untersuchung iiber die blutdruck- 
senkende Wirkung des menschlichen Harns nur Kaninchen und Katzen als 
Testobjekte. Durch diese einschneidende Abinderung unserer Versuchs- 
bedingungen gelangte er auf Grund von Beobachtungen, die den unsrigen 
an denselben Versuchstieren nicht widersprechen, zu dem Fehlschlub, daB im 
menschlichen Harn Kallikrein gar nicht oder nur in inaktiver Form vorhanden 
sei. Denn bei seinen Testtieren itiberwog die kochbestiindige depressorische 
Wirkung so sehr die Kallikreinwirkung, da8 der Wegfall der letzteren nach 
dem Kochen nicht bemerkt wurde, da die Verminderung der gesamten Kreis- 
laufwirkung innerhalb der Fehlergrenze der MeBmethode blieb. Bei An- 


wendung von Hundeharn, dessen Verhiltnis von Kallikrein zu kochbestiin- 
diger depressorischer Substanz fiir den Kallikreinnachweis giinstiger ist, 


1) Arch. f. exper. Path. 168, 111 (1932). 
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hitte A. Bauer selbst an der Katze als Versuchstier die Gegenwart des 
Kallikreins nicht ibersehen kénnen. Die Wirkung des Hundeharns auf die 
Katze nimmt niimlich nach 10 Minuten langem Kochen um 30—%5°/, ab. 

Fir die Auswertung von dialysierten Harnen oder reineren 
Kallikreinpriiparaten wire auch die Katze ein brauchbares Ver- 
suchstier. T'rotzdem ist hierfiir der Hund beizubehalten, denn an 
der Katze stéSt eines der wichtigsten Mittel fiir die Unterscheidung 
des Kallikreins von anderen blutdrucksenkenden Substanzen, die 
Inaktivierung durch Blut oder Serum, auf neue Schwierigkeiten. 
Bekanntlich bilden sich nach der Blutentnahme die Freundschen 
Frihgifte, in denen K. Zipf und E. Wagenfeld?) die Adenylsiiure 
als wirksamen Bestandteil aufgefunden haben. Die Adenylsiiure 
wirkt an der Katze nach den Feststellungen von H. Weese, die 
wir bestitigen, mehr als 20 mal stiirker als am Hund, wenn man 
ihre Wirkung mit der einer Kallikreineinheit an beiden Tieren 
vergleicht. Die zur Inaktivierung des Kallikreins bestimmten Blut- 
oder Serumproben iiben je nach der Menge von Frithgift, ins- 
besondere von Adenylsiure, die sich in ihnen befindet, an der 
Katze eine gréBere oder kleinere Blutdrucksenkung aus. Diese 
Kreislaufwirkung des Blutes oder Serums macht die Beobachtung 
der Inaktivierung des Kallikreins an der Katze unsicher oder un- 
moglich. Beim Hund tritt jedoch die Adenylsiurewirkung so sehr 
hinter die des Kallikreins zuriick, daB sie die Beobachtung der 
Inaktivierung nicht merklich stort. 

Zum quantitativen Nachweis des Kallikreins im Harn 
bedienen wir uns daher der folgenden Methode?): 

Wir dialysieren abgemessene Proben des Harns durch Beutel 
von Cellophan*), das zuverlassiger als Pergamentpapier ist, 24 Stdn. 
gegen flieBendes Wasser. Dann messen wir das Endvolumen, be- 
stimmen den Kallikreingehalt am Hund durch Vergleich mit der 
festgelegten Standardeinheit und rechnen auf das urspriingliche 
Harnvolumen um. 

Bei diesem Verfahren werden alle anderen bisher bekannt gewordenen 


kreislaufaktiven Stoffe normaler und pathologischer Harne mindestens so- 
weit entfernt, daB ihre Wirkung bei der Priifung am Hund gegeniiber der 





1) Arch. f. exper. Path. 150, 70 u. 91 (1930). 

*) Vgl. die Definition der Kallikreineinheit: F. Schultz, Diss. Miinchen 
1927; H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer, Diese Z. 175, 97 (1928). 

*) Als besonders geeignet hat sich das Cellophan Nr. 400 der Firma 
Kalle & Co. A.-G., Wiesbaden-Biebrich, erwiesen. Wir falten daraus Beutel, 
die iiber Glasgestellen befestigt und wiihrend der Dialyse in langsame 
Rotation versetzt werden. 
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des Kallikreins nicht ins Gewicht fallt| Nach M. Guggenheim und 
W. Léffler') ist Cholin ein regelmiBiger Bestandteil des normalen Harns 
in Mengen von 0,1—10 mg pro Liter. Die blutdrucksenkende Wirkung des 
Cholins auf den Hund wechselt, immerhin braucht man mebhrere Milligramme, 
um eine kallikreinihnliche Blutdrucksenkung hervorzurufen. (GréBere 
Cholinmengen wirken sogar blutdrucksteigernd.) Die Cholinwirkung kommt 
also bei der Injektion von 5—10 ccm Harn gar nicht zur Geltung. Das 
100—1000 mal wirksamere Acetylcholin und das Histamin sind in nor- 
malen Harnen noch nicht sicher nachgewiesen worden. Wenn sie in patho- 
logischen Harnen auftreten, so wiirden sie bei 24 stiindiger Dialyse zum 
gréBten Teil die Cellophanmembran passieren. Wir listen z. B. 10 mg 
Acetylcholin-hydrochlorid in 200 cem Wasser und dialysierten 24 Stunden 
gegen flieBendes Wasser. Vor der Dialyse entsprachen 0,2 cem = 10 y un- 
gefihr der Wirkung von 1 K.E. (soweit man tiberhaupt bei der anders ge- 
arteten Kreislaufwirkung die beiden Substanzen vergleichen kann). Nach 
der Dialyse waren 4 cem vollig wirkungslos. — Ebenso behandelten wir 
eine Lésung von 2,2 mg Histaminchlorhydrat in 50 cem Wasser. Vor der 
Dialyse entsprachen 0,4 cem = 18y der Wirkung von 0,15 K.E., nach der 
Dialyse waren 4 ccm vollig wirkungslos. Die durch die Bialsche Reaktion 
in mehreren Harnen nachweisbaren Mengen von Adenylsiure konnten am 
Hund keine nennenswerte Kreislaufwirkung hervorrufen. Wir iiberzeugten 
uns, daB die depressorische Wirkung einer Lésung von Muskeladenylsiure 
nach 40 stiindiger Dialyse durch Cellophan um 90°/, abgenommen hatte. 
Uber die Natur des Detonins wurden von E.Wollheim und 
K. Lange noch keine niheren Angaben gemacht. Sie unterschieden es 
von Kallikrein durch seine Bestindigkeit gegen Siuren, Alkalien und Er- 
hitzen; sie hielten es aber damals noch fiir méglich, da8 Detonin mit der 
von F. Lange*) aus Organen, Blut und Harn isolierten, von K. Felix und 
v. Putzer-Reybegg‘) naher untersuchten depressorischen Substanz iden- 
tisch sei. Gegen die Identitit spricht der Befund von F. Lange‘), dab 
der essentielle Hypertoniker diese Substanz im Harn vermehrt ausscheidet, 
wiihrend das Detonin nach den Angaben von E.Wollheim und K. Lange 
gerade im Harn von Hypertonikern fehlt. Aus den Angaben von F. Lange 
ist nicht zu ersehen, ob die von ihm bearbeitete Substanz iiberhaupt einen 
merklichen Beitrag zur blutdrucksenkenden Wirkung des unveriinderten 
Harns liefert. Manchmal soll sie erst nach vorangegangener Abtrennung 
von blutdrucksteigernden Stoffen wirksam werden. Sie unterscheidet sich 
vom Kallikrein durch ihre Kochbestiindigkeit, ihre Siurebestindigkeit, das 
Verhalten bei der Dialyse und durch die Léslichkeit in Alkohol*). Auch 
F. Lange fihrte seine Auswertungen an der Katze durch. Dies kénnte 
vielleicht ein Grund fiir die sonst unerklirliche Tatsache sein, daB er das 
Kallikrein in der Reihe der blutdrucksenkenden Substanzen des Harns nicht 
erwihnt. Die von ihm aufgezihlten Stoffe (Histamin, Acetylcholin, Adenosin 
und ,,vierte Substanz‘)°) kommen im normalen menschlichen Harn, wenn 


1) Biochem. Z. 74, 208 (1916). 
*) Arch. f. exper. Path. 164, 417 (1932) und Dtsch. Arch. klin, Med. 
176, 1 (1933). 
3) Arch. f. exper. Path. 164, 402 (1932). *) Klin. Wschr. 12, 173 (1938). 
5) Dtseh. Arch. klin. Med. 176, 1 (1933). 
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tiberhaupt, nur in so geringer Menge vor, daf ihre depressorische Wirkung, 
gemessen am Hund, die des Kallikreins auch nicht annihernd erreicht. 

Es ist fiir die Bestimmung des Kallikreins im Harn zweck- 
miBig, nach der Dialyse die innerhalb der Membran verbleibende 
Lésung durch die Kochprobe und den Inaktivierungsversuch auf 
die Abwesenheit aller anderen kreislaufaktiven Stoffe zu priifen. 
Wiahrend diese beiden Reaktionen bei reinerem Kallikrein stets 
eindeutig verlaufen, muB man bei rohem Harn ihre Bedingungen 
genauer festsetzen, da diese Reaktionen von den Begleitstoffen 
des Kallikreins im Harn beeinflu8t werden. 

Um das Kallikrein zu zerstéren, kochen Wollheim und 
Lange den menschlichen Harn 5 Minuten; A. Bauer erwarmt 
10 Minuten im Wasserbad. In beiden Fiillen ist die Zerstérung 
unvollkommen. Zwar werden reinste Kallikreinpriiparate schon 
durch kurzes Erwirmen auf 60° unwirksam, aber die Hitze- 
empfindlichkeit ist bei niedrigerem Reinheitsgrad viel geringer. 
Zur vollstindigen Zerstérung des Kallikreins im unverinderten 
Menschenharn reicht 30 Minuten langes Erwirmen im Wasserbad 
(d. h. auf 90—95°) noch nicht aus. LErhitzen auf freier Flamme 


/ 


ist viel wirksamer (vgl. Tab. 1). 
Tabelle 1. 


Temperaturempfindlichkeit des Kallikreins im unverinderten 
menschlichen Harn. 




















Abnahme der 
: Art und Dauer : . 
Nr. des Erhit Kreislaufwirkg. 
& +. 

ee auf d. Hund in°®/, 
1 Probe aus 500 ecm 15 Min. im Wasserbad 50 
Sammelharn OF ss m 50 
5 ,, tb. freier Flamme 66 
2 desgl. 15 ., im Wasserbad 50 
“a ‘ 69 
es 83 
10 ., tb. freier Flamme 83 
3 dese. 15 ,, im Wasserbad 60 
10 ,, tb. freier Flamme 75 
4 desgl. 120 ., im Wasserbad ss 
5 Einzelprobe os as " 67 
5 ,, wtb. freier Flamme 75 
5 desgl. 15 ,, im Wasserbad 75 
3 ,, tb. freier Flamme 85 
7 desgl. 15 ,, im Wasserbad \ > 80 

3 ., tb. freier Flamme | J ’ 
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Indessen liBt sich fiir den Menschenharn die notwendige 
Kochdauer nicht allgemein angeben, da er besonders viel Stoffe 
enthalt, die das Kallikrein thermostabilisieren. Diese sind offen- 
bar keine beliebigen EjiweiBkérper, denn stark eiweiShaltige 
Priparate des Kallikreins, z.B. aus Serum oder aus Pankreas, 
verlieren schon durch 3 Minuten langes Kochen ihre Wirkung 
volistiindig. Auch werden die Stabilisatoren durch langdauernde 
Dialyse abgetrennt. So wurde z. B. ein Kallikreinpriiparat aus 
Harn 72 Stunden gegen flieBendes Wasser mit 25°/, Wirksamkeits- 
verlust dialysiert. Bei 15 Minuten langem Erwirmen im Wasser- 
bad verlor die nicht dialysierte Lésung 50°/, ihrer Wirksamkeit, 
die dialysierte 90°/,. Nach 10 tagiger Dialyse, wobei die Wirkung 
insgesamt 50°/, abnahm, verschwanden bei 20 Minuten langem 
Erwirmen im Wasserbad 99°/,, vom nicht dialysierten nur 60°/). 
Es geht schon aus diesen Zahlen hervor, daB der Unterschied 
in der Kochbestandigkeit nicht nur durch die Gegenwart einer 
kochbestiindigen, aber dialysablen Verunreinigung vorgetiiuscht, 
sondern durch eine Stabilisierung des Kallikreins hervorgerufen 
ist. Als weiterer Beweis dafiir kann angefiihrt werden, dab 
der beim kurzen Kochen verbleibende Rest von kreislaufaktiver 
Substanz noch weitgehend inaktivierbar ist. Es wurde z. B. 
ein Kallikreinpriparat ohne vorangehende langdauernde Dialyse 
15 Minuten iiber freier Flamme gekocht. Es blieben 35°/, wirk- 
sam. Nunmehr wurden auf 1 K.E. 4 Kinheiten des Inaktivators 
aus Rinderlymphdriisen zugesetzt. Dadurch wurden iiber 90°/) 
des nach dem Erwiarmen noch vorhandenen Restes inaktiviert. 
Es gelingt leicht zu zeigen, daB gereinigtes thermolabiles 
Kallikrein durch die Thermostabilisatoren des Harns wieder 
unempfindlicher gegen erhéhte Temperatur gemacht werden kann. 
5 cem eines lang dialysierten Kallikreinpriiparates wurden a) mit 
5 ccm Wasser, b) mit 5 ccm Menschenharn versetzt und 5 Minuten 
lang im Wasserbad erhitzt. Das mit Wasser versetzte verlor 
72°/, seiner Wirksamkeit, das mit Harn versetzte nur 15°). 
Wihrend man daher fiir undialysierten Menschenharn die not- 
wendige Kochdauer nicht genau angeben kann, vermindert 
24 stiindige Dialyse gegen flieBendes Wasser, wie wir sie zur 
quantitativen Kallikreinbestimmung anwenden, die Kochbestiindig- 
keit so sehr, daf 15 Minuten langes Kochen auf freier Flamme 
zur Zerstérung des Kallikreins véllig ausreicht. Der Hundeharn 
besitzt wesentlich weniger stabilisierende Substanzen als der 
Menschenharn. Infolgedessen geniigt zur vélligen Zerstérung des 
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Kallikreins schon das Kochen des undialysierten Harns wiihrend 
einer Viertelstunde. Die depressorische Wirkung, die auch nach 
langem Kochen ibrig bleibt, ist, was auch aus den Ergebnissen 
der Dialysenversuche hervorgeht, nicht einem thermostabilisierten 
Kallikrein zuzuschreiben. Die Stabilisierung verzégert nur die 
Zerstérung durch Hitze, hebt sie aber nicht auf. Das laBt sich 
erkennen, wenn man lange gekochten Harn durch Adsorption an 
Aluminiumhydroxyd und Elution aus dem Adsorbat in 2 Frak- 
tionen zerlegt. Wir zerstérten z. B. aus einer Sammelprobe von 
Menschenharn nach (verlustloser) Entfernung der Phosphate durch 
30 Minuten langes Kochen 67°/, der Kreislaufwirkung auf den 
Hund. Von den iibriggebliebenen 33°/, verschwanden ?/, bei der 
Behandlung mit Aluminiumhydroxyd, und diese konnten vollstiindig 
durch Elution mit Diammoniumphosphat aus dem Adsorbat wieder 
gewonnen werden. Sowohl die Restlésung der onerdeadsorption 
wie die Elution verloren durch 10 Minuten langes Kochen nichts 
von ihrer Kreislaufwirkung. Da das Kallikrein selbst durch 
Tonerdeadsorption vollstindig von seinen Thermostabilisatoren 
befreit wird, muB die hier noch vorhandene thermostabile, kreis- 
laufaktive Substanz notwendig vom Kallikrein verschieden sein. 

Auch die Inaktivierung des Kallikreins gelingt in den unver- 
iinderten Harnen schwieriger als bei dialysiertem Harn. Sie ist 
entweder unvollstiindig, oder sie geht doch langsamer zu Ende. 
Schon nach 24 stiindiger Dialyse wird dagegen fast in allen 
Fallen durch Zusatz von Serum oder von Inaktivator aus Rinder- 
lymphdriisen das Kallikrein der menschlichen Harne vollstiindig 
inaktiviert (vgl. Tab. 2 und auch Tab. 4 und 6). 

Bei der Durchfiihrung der Inaktivierung sind zwei wesent- 
liche Punkte zu beachten: Der Inaktivatorgehalt der Seren ist 
sehr verschieden und schwankt nicht nur von Art zu Art, sondern 
auch innerhalb derselben Tierart. Bei Hundeserum findet man 
z. B, 0,25—4 LE. (LE. = Inaktivatoreinheit) in 1 ccm. Der In- 
aktivatorgehalt nimmt bei lingerem Stehen ab und ist oft nach 
einigen ‘agen verschwunden. Er muB daher vor der Verwendung 
eines Serums zur Inaktivierung von Harn durch einen Versuch 
mit reinerem Kallikrein bestimmt werden. AuBerdem ist zu be- 
achten, dafi der Inaktivator des Serums siureempfindlich ist, und 
daB die Inaktivierung selbst nur bei neutraler bzw. schwach 
alkalischer Reaktion vollstindig verliuft. Der zu inaktivierende 
Harn mu8 also vor dem Serumzusatz neutralisiert bzw. schwach 
alkalisiert werden. Beide Voraussetzungen fiir die Eindeutigkeit 
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eines Inaktivierungsversuches sind von A. Bauer nicht beriick- 


sichtigt worden. 


Im allgemeinen geben wir einen Uberschu8 


an Inaktivator zur Versuchslisung und stellen die gewiinschte 
Reaktion mit Natriumbicarbonat ein. 








Tabelle 2. 
Inaktivierung des Kallikreins im menschlichen Harn. 
-_ Grad es Giaiiy tee 
te Vorbehandlung one or Zerstérung 
mc ‘ S | Lymphdriis.- " 
des Harns leita — | Inaktivator durch Kochen 
J lo / v0 ¥ 0 
J Unverindert . 0,12 50 50 
2 9% 0,21 75 40 90 
Dialysiert 0,19 100 100 100 
3 Unveriindert . 0,075 80 20 85 
Dialysiert 0,071 100 > 90 > 90 
4 0,12 sn 100 ai 
5 0,10 - 80 90 100 
6 0,10 84 100 
7 | Nicht dialysiert. | 0,066 0 0 80 
Dialysiert 0,044 100 100 100 














Sowohl aus den Kochversuchen (Tab. 1), wie aus den Inakti- 
vierungsversuchen (T'ab. 2) geht iibereinstimmend hervor, daB von 
der am Hund gepriiften Kreislaufwirkung des unveriinderten mensch- 
lichen Harns 65—95°/, auf das Kallikrein zuriickzufiihren sind. 

Hundeharn kann durch Extrakte aus Rinderlymphdriisen 
nicht inaktiviert werden. Ebenso verhilt sich auch das aus 
Pankreasgewebe oder Pankreassaft von Hunden, aus Hundekot 
oder Hundeblut gewonnene Kallikrein. Durch Serum laBt sich 
dagegen Hundeharn auch ohne vorherige Dialyse meist vollstandig 
inaktivieren. Auch auf Katzenharn scheint Lymphdriiseninakti- 
vator nicht zu wirken, wiihrend Serum nach Dialyse normal 
inaktiviert. 

Acetylcholin wird ebenso wie Kallikrein durch Serum inaktiviert’), 
aber nicht durch unsere Inaktivatorpriiparate aus Rinderlymphdriisen. Es 








1) O. Galehr u. F. Plattner, Pfliigers Arch. 218, 488 u. 506 (1928); 
F. Plattner u. O. Galehr, 220, 606 (1928); E. Engelhart u. 0. Loewi, 
Arch. f. exper. Path. 150, 1 (1930); Vgl. auch R. Ammon, Pfliigers Arch. 
233, 486 (1983). 
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verhilt sich also in dieser Beziehung wie das Kallikrein des Hundes und 
der Katze, aber es verschwindet vollstiindig durch die Dialyse und kann 
dadurch gegen Kallikrein abgegrenzt werden. Zur weiteren Unterscheidung 
dient der Versuch am atropinisierten Tier, an dem das Acetyleholin im 
Gegensatz zum Kallikrein nicht mehr wirksam ist’). 

Auf die Verwendung der fiir die Kallikreinauswertung unge- 
eigneten Katze als Versuchstier ist auch die Ansicht A. Bauers 
zurtickzufiihren, daB die Kreislaufwirkung des Prolans nur von 
kochbestandigen depressorischen Substanzen hervorgerufen werde, 
die nicht inaktivierbar und nicht dialysabel seien. Tatsichlich ent- 
halten die Prolanpriparate, ihrem Ausgangsmaterial entsprechend, 
geringe Kallikreinmengen (1 K.E. auf 300—400 R.E.). Bei Beob- 
achtungen am Hund erwies sich die blutdrucksenkende Substanz 
der Prolanpriparate als thermolabil und inaktivierbar durch 
Serum und Inaktivator aus Rinderlymphdriisen. Es verschwanden 
durch 12 Minuten langes Kochen 80°/,, durch Inaktivieren 96°/, 
der Kreislaufwirkung des Prolans. Die Cellophanmembran hielt 
bei 40 Stunden langer Dialyse 92°/, der aktiven Substanz zuriick. 
Die Blutdrucksenkung war am atropinisierten Hund nicht ver- 
mindert, sie verschwand nach Erhitzen der Lisung mit Salzsiiure. 
Die am Hund zu beobachtende Kreislaufwirkung des Prolans 
beruht also zu einem sehr hohen Prozentsatz (95°/,) auf Kallikrein. 
Sie ist aber im ganzen so gering, da sie klinisch keine Rolle 
spielen diirfte. Die Bauerschen Versuche an der Katze, die wir 
bestiitigen, beweisen, daB neben dem Kallikrein auch noch andere 
kreislaufaktive Stoffe in den Prolanpriiparaten vorhanden sind, 
aber ebenfalls in minimalen Mengen. 


II. Vorkommen im Menschen- und Tierharn. Die Kallikrein- 
bestimmungen, die den folgenden 4 Tabellen zu Grunde liegen, sind 
fast alle nach 24 stiindiger Dialyse der Harne durch Cellophanmembran 
ausgefiihrt worden. Soweit rohe, nicht dialysierte Harne zur Bestimmung 
verwendet wurden, ist dies durch den Zusatz ,,n.dial“ kenntlich gemacht. 
In diesen Fiillen entspricht die angegebene Zahl von K.E. natiirlich der 
Wirkung aller in den Harnen enthaltener kreislaufaktiver Substanzen, also 
auch der kochbestindigen und dialysablen. Unter ,,Kochprobe“ ist die 
Dauer und die Art des Erwiirmens angegeben. ,,k‘‘ bedeutet Kochen auf 
freier Flamme, ,,W.B.“ auf dem Wasserbad. Der Grad der Zerstdrung ist 
in Prozent ausgedriickt. In manchen Fiillen war es nicht mdéglich, ein 
geniigend grofes Volumen zu injizieren, um den Grad der Zerstérung genau 
zu ermitteln. Wir geben in solchen Fiillen an, welcher Grad der Zerstérung 
aus der gréBSten injizierten und unwirksam befundenen Probe nach der 
Reaktionsfihigkeit des Versuchstieres mindestens errechnet werden kann, 


1) E. K. Frey u. H. Kraut, Arch. f. exper. Path. 133, 1 (1928). 
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z. B. > 75°/, zerstért. Diese Angabe schlieBt aber nicht aus, daB auch in 

diesen Fiillen eine 100°/,ige Zerstérung eingetreten sein kann. Ebenso 

sind die Prozentangaben unter der Rubrik ,,[naktivierung“ zu verstehen. 

Ihnen ist die Angabe vorangestellt, ob die Inaktivierung mit Serum (,,S“) 

oder mit Inaktivator aus Lymph- oder Ohrspeicheldriisen von Rindern 
(,,L“) ausgefiihrt wurde. 

Nach den Bestimmungen, die die Tab. 3 verzeichnet, wurden 
von normalen erwachsenen Menschen im Maximum 0,6 K.E. pro 
Kubikzentimeter Harn, im Minimum 0,04 K.E. ausgeschieden. 

Dies sind aber sicher noch nicht die iiuBersten Grenzen der Kallikrein- 
konzentration in normalen Harnen. Wesentlich geringer sind im allgemeinen 
die Schwankungen, die man bei ein und meow Versuchsperson beob- 
achtet. So war bei Nr.1 der Tab. 3 die Grenze 0,2 und 0,48 K.E. pro Kubik- 
zentimeter, bei Nr. 7 0,04 und 0,17 K.E. Es gibt also Menschen mit einem 
hohen und solche mit einem niedrigen Kallikreinspiegel des Harns. 

Im Durchschnitt schieden die 8 Personen der Tab. 3 0,22 K.E. 
pro Kubikzentimeter aus. Dies steht in guter Ubereinstimmung 
mit unseren zahlreichen Feststellungen, daf in 5 ccm dialysiertem 
menschlichem Harn aus einer Sammelmenge von 50 Liter 1 K.E. 
enthalten ist. Diese Angabe bedarf insofern einer Kinschrinkung, 
als nach unseren neueren Erfahrungen die Iallikreinkonzen- 
tration im Sommer durchschnittlich etwas héher ist als im Winter 
(durchschnittlich 0,15 K.E. pro Kubikzentimeter im Winter und 
0,22 K.K. im Sommer), in U bereinstimmung mit der Beobachtung, 
daB im Sommer etwas weniger Harn als im Winter gebildet wird. 

Auch die T'agesausscheidung schwankt von Mensch zu Mensch 
in weiten Grenzen. So ist die maximale Tagesproduktion der 
Tab. 3 550 K.E., die minimale 58 K.E., die durchschnittliche 
210 K.E. pro Tag. Es ist bemerkenswert, dafi kein einfacher 
Zusammenhang zwischen dem Harnvolumen verschiedener Personen 
und ihrer Tagesproduktion an Kallikrein besteht. Bei demselben 
Menschen sind im allgemeinen die Schwankungen der Kallikrein- 
konzentration den Schwankungen des Harnvolumens entgegen- 
gesetzt, so dab die Tagesproduktion an Kallikrein ausgeglichener wird. 

Da nach einer persénlichen Mitteilung des Herrn Dr. A.Szakall 
und nach unseren eigenen Versuchen der Kallikreingehalt des 
Hundeharns von der Kostform stark beeinfluBt wird, verglichen 
wir auch am Menschen in vier Versuchsreihen die Kallikrein- 
ausscheidung bei fleischloser und bei fleischreicher Kost. 





An den fleischlosen Tagen wurden auBer ganz wenig Milch auch 
keine anderen Nahrungsmittel aufgenommen, die tierisches Eiweif enthielten. 
An den fleischreichen Tagen wurde zum Frihstiick Wurst gegessen, ferner 
mittags und abends je ein Fleischgang. Auch der Milchgenu8 war reich- 
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Tabelle 3. 


Kallikreinausscheidung im Harn von gesunden erwachsenen 












































Menschen. 

Versuchs- KE. Tages- Tages- 
person ausscheidung |ausscheidung 
Nummer pro cem K.E. eem 

| = Gemischte Kost 0,4 232 580 
0,4 200 500 

0.4 240 600 

0,4 312 780 

0,4 356 890 

0,4 364 910 

0,4 236 590 

0,4 288 720 

Durehschnitt 279 696 

Fieischlose Kost 0,20 142 710 
0,30 222 515 

0,40 192 480 

0,48 276 575 

0,37 244 660 

Durchschnitt 215 600 

Fleischreiche Kost 0,37 270 730 
0,32 349 1090 

0,27 329 1220 

0,30 184 615 

0.40 320 800 

Durchsehnitt 291 891 

: = Gemischte Kost 0,2 160 800 
0,2 L176 S80 

0.2 200 1000 

0,2 312 1560 

0.2 160 800 

0,2 290 1450 

0,2 160 800 

0,2 216 1080 

0,2 236 1180 

Durehschnitt 212 1194 

Fleischreiche Kost 0,20 252 1260 
0,21 235 1010 

0,40 398 995 

0,45 396 $80 

0,50 373 745 

Durchsehnitt 37 978 

Fleischlose Kost 0,45 370 740 
0,20 176 880 

0,20 380 1500 

0.35 231 700 

0,21 156 750 

Durchsehnitt 247 914 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 





















































Versuchs- KE Tages- Tages- 
person er ausscheidung |ausscheidung 
Nummer pro ccm K.E. eem 

3 Q Fleischreiche Kost 0,20 221 1105 
0,20 275 1375 

0,20 198 990 

0,22 272 1240 

0,10 168 1620 

Durehschnitt 927 1266 

Fleischlose Kost 0,12 187 1555 
0.20 298 1490 

0,23 23 1005 

0,27 262 970 

0.18 117 120 

Durehschnitt 219 1245 

4 ¢ Fleischreiche Kost 0.20 115 515 
0,20 252 1260 

0,10 107 LO7O 

0,15 153 102U 

0,14 i44 1030 

Durchscehnitt 155 99] 

Fleischlose Kost 0,28 309 1105 
0,20 244 1220 

0,36 266 740 

0,36 311 865 

0,20 166 830 

Durchschnitt 259 952 

5» Bettruhe 0,36 462 1290 
O.19 307 1640 

URAL 296 1430 

Durchsehnitt 82 1455 

Ohne Arbeit 0,17 163 900 
0,42 279 670 

Durehschnitt 291 785 

Speditionsarbeit 0,37 259 700 
0,22 296 1330 

0.99 553 S90 

Durchschnitt 369 973 

6 Bettruhe 0,12 133 1145 
0,19 18 935 

019 | 17> | 925 

Durchsehnitt 163 1002 

Ohne Arbeit 0,11 114 L060 
0,14 168 1190 

Durchschnitt 14] 1125 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 



































Versuchs- KE Tages- Tages- 

person a ausscheidung | ausscheidunyg 

‘Seacae | pro ccm CK E. ecm 

6 S sidniliatie 0,23 216 950 

0,11 135 1270 

0,12 122 1000 

Durehscehnitt 185 1075 

7 Bettruhe 0,07 126 1850 

0,10 92 940 

0,07 93 1370 

Durchschnitt 104 1386 

Arbeit 0,17 129 742 

0,06 58 965 

Durchschnitt 87 i 977 

Ruhe auBer Bett 0,06 81 1308 

0,04 61 1500 

Durchschnitt 71 1404 

s 0,12 204 1750 

0,08 110 1370 

0,08 89 1120 

Durchschnitt 134 1413 





licher. Der Vergleich ergab, da8 im Gegensatz zu den Hunden die Kalli 
kreinproduktion der Menschen nicht oder nur in untergeordnetem Mabe 
vom Fleischgehalt der Nahrung becinflubt wird. In zwei Fiillen lag zwar 
das Maximum in der fleischreichen Zeit, aber im dritten Fall in der fleisch- 
losen, wiihrend im vierten Fall zwischen fleischloser und fleischreicher Zeit 
kein Unterschied war. Auch lag einmal das Minimum in den Tagen der 
gemischten Kost. 


Da wir bei Kranken auch in Fallen, bei denen kein Zusammen- 
hang mit dem I\allikreinsystem naheliegt, z. B. nach Knochen- 
briichen, meist niedrigere Kallikreinkonzentrationen beobachten 
als bei Gesunden, vermuten wir, daf lingere Bettruhe die Kalli- 
kreinausscheidung herabsetzt. Von drei Minnern, die nach 3 tigiger 
Bettruhe starke ‘korperliche Arbeit leisteten, lieB allerdings nur 
einer (Nr. 5 der Tab. 3) ein Absinken und Wiederansteigen eenuen. 
Wenn tatsiichlich der Kallikreingehalt des Harns durch Ruhe ver- 
mindert wird, so kénnte dies offenbar erst in gréBeren Zeitriumen 
beobachtet werden. 

Von vielen Hormonen ist es bekannt, da sie in der Schwanger- 
schaft vermehrt produziert werden. Das Kallikrein gehért nicht 
zu diesen Hormonen. 


4, 


. os ; én ' 
Kallikreinausscheidung im Harn von Kindern und Siuglingen. 
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Zwei Kallikreinbestimmungen im Harn von Schwangeren (jedesmal 
Mischharn von drei Frauen) ergaben véllig normale Werte, nimlich je 
0,13 K.E. pro Kubikzentimeter. Auch der Gehalt an anderen depressorischen 
Substanzen bewegte sich in normalen Grenzen. Von der einen Probe wurden 
70°/, der Kreislaufwirkung durch Serumzusatz inaktiviert, aus der anderen 
Probe verschwanden 75°/, bei '/,stiindigem Erhitzen im Wasserbad. Bei 
triichtigen Tieren (Pferden und Hunden) fanden wir ebenfalls normale 
Kallikreinkonzentrationen. Auch die Entbindung scheint ohne wesentlichen 
EinfluB auf die Kallikreinproduktion zu sein. In einem Falle fanden wir 
3 Tage nach der Entbindung 0,14 K.E. pro Kubikzentimeter. 

Tab. 4 verzeichnet Kallikreingehalte des Harns von Siiuglingen 
und Kindern. Ks iiberrascht, daB Siiuglinge nur sehr geringe 
Mengen von Kallikrein ausscheiden. Dagegen enthilt ihr Harn 
mehr an anderen depressorischen Substanzen, als der von Er- 
wachsenen. Nach 6 Monaten scheint die untere Grenze des Er- 
wachsenen erreicht zu sein. Aber noch der Harn von 11jiibrigen 
Kindern enthilt reichlich thermostabile blutdrucksenkende Stoffe. 
Auffallenderweise liBt im Alter die Kallikreinproduktion stark nach. 

Aus der Tab. 5 geht hervor, daB der Harn von 9 iiber 60 Jahre alten 
Personen nur noch durchschnittlich 0,045 K.E. pro Kubikzentimeter enthielt, 
d. i. ungefiihr 7/, der Kallikreinkonzentration im Harn der anderen Er- 
wachsenen. Da auch das Harnvolumen gering ist, ist die gesamte aus- 
geschiedene Kallikreinmenge mit durchschnittlich 34 K.E. pro Tag nur 
noch 1), der Norm. 

Tabelle 5. 


Kallikreinausscheidung im Harn von alten Leuten. 








Alter,}] KE Tagesaus-]Tagesaus- 
Nr. “”  Ischeidung|scheidung Bemerkungen 
Jahre | pro cem K.E. cem 
1 | dial. 78 0,023 15,3 680 
2 75 0,04 33,0 820 
8 Re 64 0,03 13,8 445 5eem 20’k. unwirksam 
0,03 24,0 825 
79 0,053 ~~ 5eem 20’k. unwirksam 
5 84 0,036 35,0 990 
0,03 19,5 680 
6 83 0,11 90 820 
Tt ws 84 0,11 52 485 
8 75 0,017 15 930 
9 84 0,023 9 505 




















Zum Vergleich geben wir in Tab. 6 einige Kallikrein- 
bestimmungen im Harn von Tieren wieder. Auffallend ist der 
hohe Kallikreingehalt des Harns von Hunden und Katzen und 
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Tabelle 6. 


Kallikreinausscheidung im Harn von Tieren. 








. K.E. . 
Nr. Art Kochprobe 
pro cem 
1 Hund n. dial. | 0,4 Sk. 10° 
dial. 1d’ k. 100° 
dial. | 0,35 3’k. 100° 
2 n. dial. | 1,0 3’k. 50°/ 
15’ k. 100° 
3 n. dial. | 1,0 3°k. 80° 
15’k. 100° 
4 n. dial. | 1,0 3’k. 80° 
y dial. | 0,5 15’k. 100°/, 
6 n. dial. | 1,1 ,k. 100° 
7 dial. | 0.5 
8 Katze n. dial. | 3,5 
dial. | 2.7 10’ k 95° 
- n. dial. | 4,0 15’k. 95° 
dial. | 3,4 Yk. 100° 
9 | Kaninchen | n. dial. | 0,2 — 
dial. | 0,07 
10 n. dial. | 0,25 
dial. | 0,16 10°’k. 75° 
11 | Meerschw. | n. dial. | 0,1 10’k. >50° 
12 “s n. dial. | 0,6 
13 n. dial. | 0,15 
14 n. dial. | 0,43/86] 15’k. 85° 
15 dial. | 0,10 | 10’k. 70° 
16 | Sehwein | n. dial. | 0,25 
dial. | 0,2 10’k. >90° 
17 n. dial. | 0,025 | 10’k. 75° 














0 








Inakti- 
vierung 
S. 100°/, 
S. 100°), 
S. 100°, 
S. 100°), 
s. 100°), 
S. 100°/, 
S. 100°, 
L. 100°, 
i ©, 
ma TS"), 
S. 100°/, 
Sm 75°, 
L. 60°, 
L. he 
- 7, 
i» 07, 
S. 50%, 
L. 30°, 
S. 70°/, 
S. 100°/, 


S. >75°, 





Bemerkungen 


40 Stunden dial. 


Trichtiger Hund 


Mischharn von 2 Katzen, 
am atropinisierten Hund 
ebenso wirksam 


Tagesmenge: 292 K.E. 
Misehharn von 2 Kanin- 
chen 

Misehharn von 2 Kanin- 
chen, am atropinisierten 
Hund ebenso wirksam 


Morgenharn, Mischharn 


Mischharn v. 2Schweinen, 

Tagesharn, spez. Gew. 
1,003, dial. gegen dopp. 
Menge fil. Wassers, 5 °/, 
d. Wirkung in AuBen- 
fliissigkeit, vollig koch- 
bestindig 


18* 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 
. > Inakti- ; 
Nr. Art Kochprobe eit Bemerkungen 
pro cem vierung 
18 Rind n. dial. | 0,15 | 10’k. 90°, 39 Stunden dial. 
dial. } 0,11 S. 100°, 
L. 100°, 
i9 n. dial. | 0,15 Gegen die 5fache Menge 
dial. |} 0,14 10°k. 100°), steh. Wassers, dial. In 
d. AuBenfliissigk. 5°), d, 
Wirkung, vollig kochbe- 
ti ti ss Sting, 47 Std. dial. 
20 Pferd dial. | unwirks. 
21 n. dial. | 0,05 Trachtiges Pferd 
dial. | 0,01 
29 dial. | 0,007 | 30°k. 70°, | S. 0°, | Traichtiges Pferd 
L. 0°, 
23 - dial. | unwirks. 
24 Afte n. dial. | 1,3 5'k. 100°, | S. 60°, 
(Schimp.) L. 100°, 
dial. | 1,0 Sk. 100°), 
25 Affe dial. | 0,2 10’°k. 85°, | 8. 50°, 
(Makak.) L. 80°), 




















der ganz geringe des Pferdeharns. Man muf damit vergleichen, 
dab auch im Pferdepankreas nur sehr wenig davon enthalten ist. 
im Pferdeblut findet man zwar wen:er Kallikrein als im mensch- 
lichen, aber immerhin wesentlich mehr als dem Verhiltnis des 
Kallikreins im Harn entsprechen wiirde. Das Pferd scheint also 
auf geringe Kallikreinproduktion und geringe Ausscheidung ein- 
gestellt zu sein. Beim Hund befindet sich wenig Kallikrein im 
Blut, aber wesentlich mehr im Pankreas als beim Menschen. 
Der Hund ist ein Beispiel dafiir, daB bei reichlicher Kallikrein- 
produktion im Pankreas ein rascher Durchgang durch den Kérper 
erfolgen kann. 
Zusammenfassung. 


1. Zur quantitativen Bestimmung des Kallikreins im Harn ist 
der Hund das einzig geeignete Versuchstier. Neben dem Kallikrein 
kommen noch andere blutdrucksenkende Stoffe im Harn vor, auf 
die der Hund, im Gegensatz zu Katze und Kaninchen, viel weniger 
anspricht als auf Kallikrein. Von der am Hund gepriiften Kreislauf- 
wirkung des unverinderten menschlichen Harns sind 65—95°/, 
auf das Kallikrein zuriickzufiihren. 





2. D 
laBt sich ¢ 
des Harn: 

3. in 
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2. Durch Dialyse mittels Pergament- oder Cellophanmembran 
laBt sich das Kallikrein von den iibrigen blutdrucksenkenden Stoffen 
des Harns trennen. 

3. Im Gegensatz zu den anderen blutdrucksenkenden Stoffen 
des Harns ist das Kallikrein thermolabil. Die zu seiner vélligen 
Zerstérung notwendige Temperatur und die dabei anzuwendende 
Erhitzungszeit hiingen aber von seinem Reinheitsgrad ab. Im 
rohen Harn ist das Kallikrein von Thermostabilisatoren begleitet, 
die seine Zerstérung verlangsamen, und die durch Dialyse ab- 
getrennt werden kénnen. 

4, Die Inaktivierung des Kallikreins durch Serum oder Extrakte 
aus Lymph- und Ohrspeicheldriisen von Rindern verliuft in den 
unveriinderten Harnen unvollstindiger als in den dialysierten. 

5. Die Kallikreinkonzentration im normalen menschlichen 
Harn schwankte in unseren bisherigen Bestimmungen zwischen 
0,04 und 0,6 K.E. pro Kubikzentimeter. Durchschnittlich wurden 
0,22 K.E. pro Kubikzentimeter ausgeschieden. Wesentlich geringer 
sind die Schwankungen bei ein und demselben Menschen. Es 
gibt Menschen mit hohem und solche mit niederem Kallikrein- 
spiegel des Harns. 

6. Die Tagesausscheidung des Kallikreins im Harn von er- 
wachsenen Menschen lag bei unseren Versuchen zwischen 56 und 
550 K.E. Durchschnittlich fanden sich 210 K.E. im Tagesharn. 

7. Im Sauglings- und Kindesalter und ebenso im Greisenalter 
wird wesentlich weniger Kalli.rein ausgeschieden. 

8. Die Kallikreinausscheidung im Harn von Tieren ist sehr 
verschieden. Die Pferde sind durch sehr geringe, die Hunde durch 
hohe Kallikreinkonzentration des Harns ausgezeichnet. 





Bemerkungen zu einer Arbeit von E. S. London, 
A. K. Alexandry und S. W. Nedswedski: 
,», Uber die Harnstoffbildung in der Leber“. 


Von 


H. A. Krebs. 





(Aus dem Biochemical Laboratory Cambridge, England.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1934.) 


k.S. London, A. K. Alexandry und 8S. W. Nedswedski schreiben 
in Diese Z. 227, 241 (1934) auf Grund von Versuchen an angiostomierten 
Hunden zusammenfassend: ,,Die bis jetzt ausgefiihrten Angiostomieversuche 
geben keinen Anlai zu glauben, daB die Harnstoffbildung in der Leber 
unter physiologischen Bedingungen in der Weise vor sich geht, wie es sich 
Krebs auf Grund seiner Versuche in vitro vorstellt*. 

Dazu moéchte ich folgendes sagen: 

1. Londons SchluBfolgerung steht nicht im LKinklang mit seinen 
Versuchsergebnissen. Sieht man sich seine Zahlen an, so findet man, dab 
Ornithin — bei richtiger Anordnung — ebenso wie in Schnitten') die Harn- 
stoftsynthese beschleunigt. 5 Minuten nach Injektion von Ammoniumchlorid 
(Tab. ITI, 5. 236) stieg die Harnstoffkonzentration um 94 mg pro Liter; 
wurde gleichzeitig 0,3 g Ornithin gegeben, so betrug der Anstieg 162 mg 
pro Liter. Kine Kontrolle mit gleicher Ornithinmenge ohne Ammonium- 
chlorid ist nicht angefiihrt; 0,8 g Ornithin (die 2,66 fache Menge) bewirkte 
nur einen Anstieg von 32 mg. Vermutlich wiiren noch gréSere Ausschliige 
aufgetreten, wenn nicht nach 5 Minuten, sondern friiher analysiert wire. Daf 
im anderen Versuch nach 9 Minuten kein Ornithineffekt mehr zu sehen ist, liegt 
im Wesen der Ornithinwirkung, denn mit Ornithin wird der Harnstoff schnell 
gebildet und — unter Londons Bedingungen — schnell ausgeschieden. 

2. London findet keine schnelle Harnstoffbildung aus Citrullin. Dies 
steht im Kinklang mit unserer Arbeit. Nur bei gleichzeitigem Angebot von 
Citrullin + Ammoniak entstehen groBe Harnstoffmengen. Da London es 
unterlassen hat, gleichzeitig hinreichend Ammoniak zuzufiihren, sind seine 
Citrullinversuche fiir die Theorie der Harnstoffbildung nicht verwertbar. 

3. London schreibt (S. 241): ,,Wenn das Arginin eine Zwischenstufe 
bildet ..., so hitten wir in all unseren Versuchen ... bestimmte Schwan- 
kungen im quantitativen Gehalt des Lebervenenblutes an Arginin entdecken 
miissen, da ja intermediiire Prozesse sich stets in der einen oder anderen 
Weise im Blutspiegel widerspiegeln.““ — In Wirklichkeit hingt es von den 
Reaktionsgeschwindigkeiten der Teilreaktionen ab, ob sich intermediiire 
Prozesse im Blut widerspiegeln. Da Arginin nach unseren Messungen in 
der Zelle etwa 100—500 mal schneller zerfillt, als es gebildet werden kann, 
hiuft es sich nicht meBbar als Zwischenprodukt an. 

4. Unsere Versuche bestanden in der Messung der Geschwindigkeit 
der Harnstoffsynthese unter bestimmten Bedingungen. London dagegen 
miBt keine Reaktionsgeschwindigkeiten, sondern den Harnstoffspiegel im Blut, 
d. h. eine Resultante von 1. Diffusionsgeschwindigkeiten?), 2. Exkretions- 


1) H. A. Krebs u. K. Henseleit, Diese Z. 210, 33 (1932). 
2) Langsame Diffussion in die Leberzelle erklirt Londons Resultate 
mit Arginin. 
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geschwindigkeiten, 3. Reaktionsgeschwindigkeiten. Wegen der Stérungen 
durch Diffusion und Exkretion ist Londons Anordnung sehr ungiinstig, 
wenn es sich um die Messung von Re: aktionsgeschwindigkeiten handelt. 
Nur sehr grobe Veriinderungen kénnen mit der Methode erfabt werden, 
und ich halte es fiir iiberraschend, daB London unter solchen Umstiinden 
iiberhaupt einen Ornithineffekt findet. Es spricht das fiir eine enorme 
Wirksamkeit des Ornithins unter seinen Versuchsbedingungen. 

5. London macht einen Unterschied zwischen unseren ,,in vitro‘‘- 
Versuchen und seinen »physiologischen Bedingungen“. Niemand wird be- 
haupten, daB sich Schnitte in vitro in jeder Hinsicht wie das intakte Organ 
verhalten. Wenn man aber an Schnitten in vitro einen Effekt wie den 
Ornithineffekt findet, so méchte ich nicht annehmen, da dieser Effekt nicht 
im intakten Organ vorhanden ist, sondern erst durch die Wirkung des 
Glases, des Rasiermessers oder andere yochidigungen“ neu erzeugt wird. 


Antwort auf obige Bemerkungen von A. Krebs. 
Von 


E. S. London. 


1. Krebs nimmt an, dai in der Mehrzahl unserer Versuche mit 
Ammoniumehlorid und Ornithin die vermutlich férdernde Wirkung des 
letzteren deshalb nicht zum Ausdruck kommt, weil im Gesamttier das Ornithin 
die Harnstoffausscheidung zeitlich beschleunigt. Letzteres ist eine subjektive 
Annahme. Wir werden in geeigneten Versuchen dieser Frage nachgehen. 

2. Krebs hatte vollkommen recht, wenn er in seinen Versuchen zu dem 
Citrullin NH, zusetzte, da seine Leberschnitte ja nicht durch die Darmwand 
mit Ammoniak versorgt werden kénnen. Unter normalen Bedingungen tut 
sie dies; es wire daher ganz irrefiihrend, wenn wir in unseren Versuchen 
in vivo Ammoniak zufiigen wiirden. Wir fiihren unseren Hunden, wie aus 
den Daten des Textes ersichtlich ist, die Substanzen in denjenigen Mengen ein, 
die der Harnstoftbildung iiquivalent sind, folglich wiirde NH,-Zusatz zu Ci- 
trullin eine weitere Variable in unsere ‘Versuchsmordnung ‘Waclabetacen. 

3. Die Angaben von Krebs iiber den Zusammenhang zwischen Bil- 
dung und Zerstérung von Harnstoff in vitro sind zweifellos héchst interessant. 
Kénnen sie aber so ohne weiteres auf den lebenden Tierkérper itibertragen 
werden? Wenn wir der Leber durch die Pfortader Arginin zufiihren, so 
finden wir wihrend gewisser Zeit (20’) dasselbe teilweise im Lebervenenblut 
wieder. Augenscheinlich herrschen unter unseren Versuchsbedingungen 
einer komplizierten lebendigen Dynamik andere GesetzmiBigkeiten als unter 
den Versuchsbedingungen einer Reagenzglasstatik. 

4. Krebs hat recht in seiner Behauptung, daB es auBerordentlich schwer 
ist, im lebenden Organismus die Geschwindigkeit der Diffusions- oder Aus- 
scheidungsreaktion zu messen. Vorliufig stellten wir uns nicht diese Aufgabe. 

5. Wenn man iiber den Unterschied zwischen den Versuchen mit 
Organschnitten und intakten Organen unter physiologischen Bedingungen 
spricht, so hat man selbstredend nicht den Einflub von Glas und Rasier- 
messer im Sinne, sondern denkt daran, daB die Zellen in den Schnitten 
nicht mehr normal ernihrt und nicht mehr neryés und humoral gesteuert 


werden. 





